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I EINLEITUNG 
 
1. HIV und AIDS 
 
1.1.  Die Entdeckung von HIV und AIDS 
 
 Im Jahr 1981 wurde eine neue Art von Immunschwächekrankheit bekannt. Die 
amerikanischen Gesundheitsbehörden verzeichneten bei jungen homosexuellen Männern eine 
ungewöhnliche Häufung von Krankheiten, die T-Zell-Versagen zur Voraussetzung hatten, 
beispielsweise Pneumocystis carinii-Pneumonien, generalisierte Herpes-Infektionen oder 
Kaposi-Sarkome [29]. Anfangs wurde als Ursache eine Schwächung des Immunsystems 
durch Geschlechtskrankheiten oder durch den andauernden Kontakt mit körperfremder 
Samenflüssigkeit angenommen [87].  
 
1982 aber zeigten sich auch bei Haemophilen, Blut- und Blutproduktempfängern ebenso wie 
bei Drogenabhängigen und deren heterosexuellen Partnern und auch Kindern die oben 
beschriebenen Formen von Immunschwäche. Bald wurde deutlich, dass ein infektiöses Agens 
mitbeteiligt sein musste, und schon 1983 gelang die Isolierung eines T-lymphotropen 
Retrovirus ( Human Immunodeficiency Virus ) [13][68], das für die Krankheitsfälle 
verantwortlich gemacht wurde. Ein Jahr später war AIDS ( acquired immunodeficiency 
syndrome ) als eigenständige Krankheit des Immunsystems infolge einer HIV-Infektion 
anerkannt [67].  
 
1985 konnte der erste serologische Test zur Reihenuntersuchung von Blutspendern in 
Amerika eingeführt werden. Ein Jahr später lagen der Weltgesundheitsorganisation WHO 
26746 gemeldete AIDS-Fälle weltweit vor. Zwei unterschiedliche Viren konnten bislang 
nachgewiesen werden, HIV-1 und HIV-2.  
 
HIV-2 tritt gehäuft in der westafrikanischen Bevölkerung [36] und in einigen Teilen des 
portugiesisch sprechenden Afrikas - zum Beispiel Madagaskar - [43] auf und konnte 1986 
erstmals isoliert werden. Es zeigt einen höheren Verwandtschaftsgrad zu dem bei Primaten 
Immunschwäche-induzierenden SIV ( simian immunodeficiency virus ) als zu HIV-1 und 
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zeichnet sich auch durch seine geringere Pathogenität und stabile Prävalenzraten aus 
[81][108][151] .  
 
HIV-1 ist weitaus infektiöser und pathogener und ist hauptsächlich für die weltweite 
Verbreitung von AIDS verantwortlich. 
 
1.2. Stand der HIV-Pandemie im Dezember 2002 
 
 Die HIV-1-Pandemie setzt sich aus unterschiedlichen Epidemien zusammen, die sich 
in Abhängigkeit von den Bevölkerungsgruppen und den geographischen Regionen ausbreiten 
und auch einen unterschiedlichen zeitlichen Verlauf aufzeigen [153][154][164]. Von den 
ersten aufgetretenen Fällen 1981 bis Dezember 2000 wurden der WHO offiziell 2.312.860 
AIDS-Fälle gemeldet. Da aber nicht in allen Ländern ein effizientes Meldewesen existiert 
oder aus politischen Gründen viele Krankheitsfälle nicht veröffentlicht werden, dürfte die 
wahre Zahl weit höher liegen. Nach Schätzungen des Joint United Nations Programme on 
HIV / AIDS (UNAIDS) und der WHO [ www.unaids.org ][4] haben sich allein im Jahr 2002 
4,7 Millionen Erwachsene und 600.000 Kinder ( unter 15 Jahren ) neu infiziert. Demzufolge 
ist die Zahl der Gesamtinfektionen seit Beginn der Epidemie auf 60 Millionen angestiegen. 
Seitdem diese Infektion bekannt ist, sind schätzungsweise 22 Millionen Erwachsene und 
Kinder an HIV und AIDS gestorben. 
 
Bei Unterscheidung der Übertragungswege entfällt mit insgesamt etwa 70% der weitaus 
größte Anteil auf eine Ansteckung während des ungeschützten heterosexuellen 
Geschlechtsverkehrs; dahingegen können rund 8% der Infektionen auf homosexuellen 
Geschlechtsverkehr zurückgeführt werden. Von der vertikalen Übertragung durch Mütter auf 
ihre Kinder und dem gemeinsamen Benutzen von Injektionsnadeln bei Drogenabhängigen      
( IVDU ) rührt ebenfalls je ein Anteil von durchschnittlich 8% her. Etwa 5% der Infektionen 
wurden bisher durch Transfusionen von HIV-positivem Blut oder Blutprodukten erworben 
[5]. Zur genaueren Analyse der Übertragungswege müssen aber die Industrie- und 
Entwicklungsländer getrennt voneinander betrachtet werden ( siehe Abb.1 ).  
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    Hetero- Homo-/ IVDU Blut Perinatal Andere 
                                                                  sex. Bisex. 
   
Europa / Nordamerika 33% 37% 27%  2%  2%  0% 
Lateinamerika  64% 22%   6%  1%  5%  2%    
Asien    69% 11% 16%  1%  2%  1% 
Osteuropa   29% 27% 35%  1%  2%  6% 
Nordafrika / Mittl.Osten 65% 10% 12%  10%  2%  0% 
Ozeanien   48% 41%  4%  1%  7%  0% 
Afrika südl. der Sahara 91%   0%  0%  1%  8%  0% 
 
Abb. 1: Art der Übertragung bei gemeldeten AIDS-Fällen [222] 
 
 
Welche Übertragungswahrscheinlichkeiten für die unterschiedlichen Infektionswege be-
stehen, kann aus Abbildung 2 ersehen werden. 
 
Wahrscheinlichkeit der Infektion mit HIV nach einmaligem Kontakt: 
durch versehentliche Nadelstiche   0,004 - 0,1% 
beim Geschlechtsverkehr     0,1 - 1% 
durch Mehrfachverwendung von Spritzbestecken 0,5 - 1% 
perinatal                 13 - 50% 
durch Bluttransfusionen     > 90%   
 
Abb. 2 ( adaptiert nach [169] ) 
 
 
1.3. Verlauf einer HIV-1-Infektion 
 
1.3.1. Initialphase der Infektion 
 
 Wenige Tage nach der Inokulation von HIV-Partikeln lässt sich das Virus in den 
Lymphknoten nachweisen. Im lymphatischen Gewebe liegen die Zellen der Immunabwehr      
gegen die Virus-Determinanten benachbart zu den Zielzellen der HIV-Infektion wie 
beispielsweise Makrophagen und CD4-positiven T-Lymphozyten. Dies führt zu einer initial 
rasanten Vermehrung von HIV und manifestiert sich in einer ausgeprägten Plasmavirämie, 
sowie dem Anstieg von HIV-Antigen p24 und infizierten mononuklearen Zellen im Blut. Die 
Virämie und die Verteilung von Viren in andere Organe - bevorzugt in die des lymphatischen 
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Systems - korreliert mit dem Auftreten erster klinischer Symptome. Diese zeigen sich meist in 
einem Mononukleose-ähnlichem Krankheitsbild mit Kopf- und Halsschmerzen, Fieber, 
Exanthem und generalisierter Lymphadenopathie. Relativ häufig bleibt diese Phase allerdings 
auch oligosymptomatisch [199]. 
 
Nach kurzer Zeit ist im Blut ein Rückgang der initial schnellen HIV-Replikation und 
Ausbreitung zu beobachten, was als Effekt der Immunantwort auf neu gebildete, HIV-
spezifische T-Lymphozyten anzusehen ist. Die von CD8-positiven Zellen gebildeten 
Mediatoren scheinen ebenfalls eine hemmende Wirkung auf die Virusreplikation in der frühen 
Phase der akuten Infektion zu haben [16][148]. 
 
 
Beispiele für phasenspezifische Diagnosen 
 
Kategorie A: akute Infektion ( asymptomatisch oder persistierende generalisierte   
                                                Lymphadenopathie ) 
 
Kategorie B: HIV-bezogene Krankheiten → 
                        bazilläre Angiomatose  thrombocytopenische Purpura 
                        Candidiasis   Listeriose 
                        cervicale Dysplasie  urogenitale Infektionen 
                        Haarleukoplakie   periphere Polyneuropathie 
                        Herpes zoster   allgemeine Krankheitszeichen   
                                                                           länger als einen Monat 
 
Kategorie C: AIDS-definierte Diagnosen → 
                       Candidiasis von Organen Kaposi-Sarkom 
                       Cervixcarcinom   Lymphome 
                       Coccidiomykose   Mycobacterium-Infektionen 
                       Cryptosporidiose   Pneumocystis carinii-Pneumonie 
                       CMV-Infektionen   PCP      
    Encephalopathien            rezidivierende bakterielle Pneumonien                      
                       Herpes-simplex-Geschwüre Salmonellensepsis 
                       Histoplasmose   cerebrale Toxoplasmose 
                       Isopsoriasis    Kachexie 
 
Abb. 3: Klassifikation der HIV-Infektion nach dem Einteilungsystem des Center for Disease     
Control ( Atlanta, USA; 1993 ) ( nach [169] ) 
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1.3.2. Phase der klinischen Latenz 
 
 Sechs bis zwölf Wochen nach der Infektion können im Blut neutralisierende humorale 
Antikörper gegen HIV nachgewiesen werden („Serokonversion“). Mit der Serokonversion 
beginnt eine Phase der klinischen Latenz. Die Viruslast im Plasma ist gering, es findet sich 
kein p24-Antigen mehr, und der Patient fühlt sich im allgemeinen wohl. Es kann sich eine 
persistierende generalisierte Lymphadenopathie entwickeln [169]. Im Verlauf dieser Phase, 
die durchschnittlich 10 Jahre beansprucht und durch das Gleichgewicht zwischen 
Virusproduktion ( täglich zwischen 106 und 1012 Viren ) und Virusneutralisierung 
gekennzeichnet ist, nimmt die Zahl der CD4-tragenden Zellen langsam aber kontinuierlich ab. 
Die Viruslast steigt wieder an und p24-Antigen taucht erneut im Plasma auf, ohne dass dazu 
korrespondierende Antikörper gebildet werden. Damit wird die symptomatische Phase der 
Infektion eingeleitet. Abbildung 3 zeigt typische Diagnosen in den verschiedenen 
Krankheitsphasen. 
 
 
1.3.3. Fortgeschrittene HIV-Infektion 
 
 Der durch den zunehmenden Verlust von CD4-T-Helferzellen hervorgerufene 
Immundefekt hat vor allem das Auftreten opportunistischer Infektionen und von - bei 
immunkompetenten Menschen seltenen - Tumoren zur Folge. Wie dramatisch die Erkrankung 
verläuft, hängt von der verbliebenen T-Zell-Anzahl ab, deren untere Normgrenze bei etwa 
500 Zellen/µl Blut liegt. Bei Werten unter 200 CD4-positiven Zellen pro µl Blut zeigt sich 
das Vollbild von AIDS. Die mittlere Überlebenszeit beträgt von da an ein bis drei Jahre. 
 
 
1.4. Therapie der HIV-Infektion 
 
 Ein Konzept zur medikamentösen Behandlung der HIV-Infektion im Sinne einer 
viralen Suppression berücksichtigt die seit Beginn der spezifischen Pharmakotherapie 
gewonnenen Erfahrungen: So soll eine Monotherapie mit nur einem Medikament vermieden 
werden, da es ansonsten - wie auch bei der Behandlung bakterieller Problemkeime - schnell 
zur Entwicklung von Resistenzen kommen kann. Weiterhin sollte die Therapie möglichst früh 
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und nicht erst nach dem Auftreten von Symptomen begonnen werden, wobei als Richtlinie die 
Anzahl der CD4-Zellen von <350/µl und/oder eine Viruslast von 25000 viralen RNA-Kopien 
/ml Plasma gelten. Eine strenge Kontrolle der Therapie ist unumgänglich - der wichtigste 
Parameter hierbei ist die Viruslast. Ziel der Therapie sollte es sein, die Virusproduktion unter 
die Nachweisgrenze von 200 Kopien pro ml Blut zu senken.  
 
Eine Kombinationstherapie besteht aus mindestens zwei Nukleosidanaloga, die das virale 
Enzym Reverse Transkriptase zum Kettenabbruch zwingen. Hierzu stehen derzeit folgende 
Arzneistoffe zur Verfügung: Zidovudin, Zalcitabin, Didanosin, Stavudin, Lamivudin und 
Abacavir. Eine neuere Stoffklasse mit dem gleichen Ziel sind die nicht-nukleosidischen 
Inhibitoren der Reversen Transkriptase Nevirapin, Delavirdin und Efavirenz. Zu bevorzugen 
ist eine „hochaktive antiretrovirale Therapie“ im Sinne einer Tripeltherapie mit zwei 
Nukleosidanaloga und einem Hemmstoff der retroviralen Protease wie Indinavir, Ritonavir, 
Saquinavir, Nelfinavir oder Amprenavir, um die Herstellung der Viruspartikel zu stören 
[86][127][176]. Durch Kombination von Medikamenten, die untereinander keine 
Kreuzresistenzen verursachen, kann die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzbildung von 10 -4 
bei der Monotherapie auf 10-12 bei der Mehrfachtherapie gesenkt werden. Allerdings ver- 
langt die Mehrfachmedikation eine extrem hohe Patientencompliance, da strenge 
Einnahmemodalitäten für die einzelnen Tabletten gelten sowie ausgeprägte Nebenwirkungen 
in Kauf genommen werden müssen, zumal zur Prophylaxe opportunistischer Infektionen 
oftmals zusätzliche Antiinfektiva eingenommen werden  ( siehe Abbildung 4 ). Problematisch 
dürfte sein, dass von dieser Therapie, die bereits gezeigt hat, dass damit die Viruslast über 
mindestens drei Jahre unter der Nachweisgrenze gehalten werden kann, nur wenige - genauer 
gesagt Betroffene in Ländern mit gut funktionierendem Sozialversicherungssystem - 
profitieren dürften. Der Grund dafür liegt in den hohen Kosten, denn in einem Jahr fallen für 
Medikamente und die begleitenden Untersuchungen bei einem Patienten bis zu € 25.000 an 
[64][239].  
 
Noch in Entwicklung befinden sich Hemmstoffe der RNase H und der Integrase, die den 
Einbau des viralen Genoms in die Wirtszelle verhindern sollen und somit eine Replikation 
unmöglich machen. Da beide Enzyme typisch retroviral sind, erhofft man sich in Zukunft 
damit eine relativ nebenwirkungsarme Therapie. Einen weiteren Ansatz für künftige 
Arzneistoffe bieten außerdem die für die Virusinokulation nötigen Nebenrezeptoren wie 
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CCR-5 und der Fusin-Rezeptor CXCR-4. Diese Rezeptoren werden momentan als Ziele für 
Inhibitionsstrategien getestet [63]. 
 
Kontrovers diskutiert werden derzeit Konzepte zu strukturierten Therapiepausen, die 
möglicherweise zu einer verbesserten CD4-vermittelten speziellen Immunantwort führen 
könnten. Daneben wird durch große Studien gerade zu klären versucht, ob neben der rein 
immunsuppressiv wirkenden Pharmakotherapie die Zufuhr immunmodulatorischer 
Substanzen wie Interleukin 2 einen so positiven Effekt erbringt, dass die Belastung durch 
subjektiv schwere, grippeähnliche Nebenwirkungen in Kauf genommen werden sollten [90]. 
 
 
Auswahl an möglichen Nebenwirkungen der antiretroviralen Therapie: 
 
Übelkeit, Erbrechen, Gastro-intestinale Störungen, Mundtrockenheit 
Kopfschmerzen, Schwindel, Abgeschlagenheit 
Exanthem 
Blutbildveränderungen 
Polyneuropathie 
Myopathie 
Pancreatitis 
Insulinresistenz, Diabetes mellitus 
Lipodystrophie, Dyslipidämien 
Hypersensitivitätssyndrom 
Lactatazidose 
Metabolisierung vieler anderer Medikamente 
 
Abb.4  
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2. Das Human Immunodeficiency Virus Typ 1 
 
 HIV ist neben den humanen T-lymphotropen Viren Typ I ( T-Zell-Lymphom ) und II    
( Haarzell-Leukämie ) das dritte bisher entdeckte humanpathogene Retrovirus und entspringt 
der Reihe der Lentiviren. Es besteht eine Verwandtschaft mit dem SIV ( simian 
immunodeficiency virus ), welches bei verschiedenen Affenarten ebenfalls Immunschwäche-
krankheiten auslöst [14][85]. 
 
2.1. Genetische Charakterisierung von HIV-1 
 
2.1.1. Aufbau des Viruspartikels 
 
 
L a t e r a l k ö r p e r c h e n Lipiddoppelschicht
gp160
p6 ( Link-Protein )
Reverse Transkriptas e 
p7
p9
( Nukleocapsid-Pr o t e i n e )
Protease
I n t e g r a s e 
p 1 7 
( M a t r i x p r o t e i n ) 
p24 ( Capsidprotein ) 
RNA
R N A s e H 
( gp120, g p 4 1 )
 
Abb.5 
Schematische Darstellung eines HIV-1. Umgeben von einer Hülle aus einer Lipiddoppelschicht und den darin enthaltenen 
externen und transmembranalen Glycoproteinen ( gp120 und gp41 ) findet sich das Capsidprotein p24, eingebettet in eine 
Schicht von Matrixprotein p17. Im konischen Capsid liegen zwei RNA-Genome, komplexiert von Nukleocapsidproteinen (p7, p9) 
und den viralen Enzymen. Das Link-Protein p6 stellt eine Verbindung zwischen der Hüllmembran und dem Capsid her, die 
Funktion der Lateralkörperchen ist unbekannt. adaptiert nach [155] 
 
 
 Das gesamte kugelige Viruspartikel hat einen Durchmesser von etwa 100 nm. Dieses 
ist von einer Lipiddoppelschicht ( zum größten Teil aus den Bestandteilen der 
Wirtszellmembran ) als äußerer Hülle umgeben, aus der zweiteilige Proteinkomplexe 
herausragen, welche den Genprodukten von env ( envelope ) entsprechen. Eine Untereinheit, 
gp120, bindet als externes Glycoprotein an den CD4-Rezeptor von Zielzellen, während der 
andere, nicht-kovalent gebundene Teil, das Transmembranprotein gp41, eine Rolle bei der 
Fusion der Virushülle mit der Wirtszellmembran spielt [14][38][135][155].  
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Gag ( group antigenes ) codiert zentrale Anteile von HIV: Matrixprotein p17 ist im reifen 
Virus mit der Innenseite der Hüllmembran verbunden und bildet eine netzähnliche 
Proteinschicht, die dem Partikel eine isometrische Struktur verleiht. Es fördert den Transport 
von Virusgenom in den Zellkern und ermöglicht die Infektion ruhender Zellen [24][155]. Das 
Matrixprotein hüllt das virale Capsid p24 mit den Nukleocapsidproteinen p7 und p9 ein, 
welche wiederum an die zwei identischen Moleküle einzelsträngiger RNA binden. Außerdem 
findet sich ein Link-Protein p6 zwischen dem spitzen Ende des konischen Capsids und der 
Hüllmembran [155].  
 
Im Capsid findet man neben dem Genom auch die durch pol ( polymerase ) codierten viralen 
Enzyme: Protease ( zur Bearbeitung von Vorläuferproteinen ), Integrase ( mit Ligase- und 
Endonukleasefunktion ), Reverse Transkriptase ( Umschreibung von RNA in DNA ) und 
RNAse H ( Abbau der viralen DNA-Matrix )  [14]. 
 
2.1.2.   Genomorganisation  
               
LTRLTR
gag
pol env rev
tat
tev
vif
nef
vpu
vpr
6 7 8 9
kBp
0 1 2 3 4 5
p17 p24 p9 p6
PROT RT RH INT gp120 gp41
 
 
Abb.6 
Genomaufbau von HIV-1. Die Exons der regulatorischen Proteine sind durch Querstriche miteinander verbunden. tev-Proteine 
werden alternativ zu kompletten tat-Proteinen aus dem ersten tat-Exon und Abschnitten aus env oder rev gebildet ( tev = tat, 
env, rev ). Angegeben ist jeweils der Umfang in Kilo-Basanpaaren ( kBp ).  Adaptiert nach [84][155]  
 
 
 Neben den bereits erwähnten Strukturgenen, die allen Retroviren gemein sind,                        
exprimiert HIV-1 weitere Proteine, die die Replikation und den Infektionsverlauf regulieren:                       
- tat ( transactivator of transcription ) erhöht die Transkription des LTR-Promoters ( long       
  terminal repeat ) [39][84]. 
- rev ( regulator of expression of virion proteins ) reguliert und stabilisiert die mRNA [14]. 
- Die Funktion von nef ( negative regulatory factor ) ist noch umstritten, scheint aber wichtig    
  für eine korrekte Replikation und die Virulenz der Viren zu sein.  
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- vif ( viral infectivity factor ) erhöht die Infektiosität und ist essentiell bei der Infektion von    
  peripheren Blutlymphozyten [155]. 
- vpu ( viral protein out ) erleichtert den Transport von Viruspartikeln aus der Zelle. 
- vpr ( viral protein rapid ) beschleunigt die Replikation [84]. 
 
 
 
2.2. Genetische Vielfältigkeit von HIV 
 
 Die einzelnen Gene von HIV unterscheiden sich unter anderem in ihrer Variabilität. 
Während gag und pol relativ konserviert bleiben, verändern sich tat und rev in geringem 
Umfang und nef sowie vor allem env gelten als besonders variabel [14].  
 
2.2.1. Virus-envelope-Gen und der „V3-loop“ 
 
 Innerhalb des Envelope-Gens kann man wiederum zwischen konservierten ( C1-6 ) 
und variablen ( V1-5 ) Domänen unterscheiden [156]. 
 
NH2 V1 V2 V3 V4 V5 COOH
C6C5C4C3C2C1
gp41gp120
gp160
 
 
Abb.7 
Glycoproteine des env-Gens von HIV-1. Die als gemeinsames Vorläuferprodukt synthetisierten Proteine ( gp160 ) werden im 
Endoplasmatischen Reticulum und im Golgi-Apparat durch eine Furin-Protease in gp120 und gp41 gespalten. Die Proteine sind 
in konservierte ( C1-6, hellgrau ) und hochvariable Domänen ( V1-5, blau ) unterteilt [155]. 
 
 
Die variablen Regionen sind im dreidimensional gefalteten Protein oberflächenexponiert und 
regen die Produktion gp120-spezifischer Antikörper an. In der dritten variablen Domäne          
( V3 ), die als einzige nicht glycosyliert ist, verbindet die Disulfidbrückenbildung zweier         
Cysteinreste 30-35 Aminosäuren zu einer Proteinschleife ( „V3-loop“ ). Im Zentrum dieser 
Schleife findet sich - in nahezu jedem einzelnen Virusgenom höchst konserviert - die           
Aminosäureabfolge Glycin-Prolin-Glycin ( GPG ) [105]. Die sich an beiden Seiten 
anschließenden Aminosäuresequenzen variieren aber zum Teil erheblich. Die V3-loop kommt 
besonders oberflächenexponiert zu liegen und wird somit in die Reaktionen von Wirt und 
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Virus einbezogen. Lang wurde vermutet, dass ein infizierter Organismus versucht, HIV vor 
allem durch V3-spezifische Antikörper zu neutralisieren [74][106][243]. Es zeigte sich 
jedoch, dass dieses Verhalten auf Viren zutrifft, die in Zell-Linien kultiviert werden und nur 
in viel geringerem Umfang auch für primäre Virusisolate gilt [40][157]. Die Vermutung, dass 
Aminosäureänderungen in der Region V3 Zelltropismus [99][204], Infektiosität [66][75] und 
Pathogenität [46] beeinflussen können, wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Zumindest 
aber induziert die V3-loop eine Immunreaktion, die stark genug ist, in einem serologischen 
Test nachgewiesen zu werden. 
 
2.2.2. HIV-Gruppen und Subtypen 
 
 1992 wurden die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen , die die genetische 
Struktur diverser HIV-Stränge charakterisiert hatten, zusammengefasst. Es ließen sich 
Beziehungen zwischen den verschiedenen Genomsequenzen erkennen [162]. Aufgrund 
phylogenetischer Ähnlichkeiten im env-Gen konnten viele Viren in einer Gruppe M ( major ) 
zusammengefasst werden. Da sich die Viren untereinander aber um bis zu 35% in env und um 
ca. 14% in gag [143][162] unterscheiden, wurde eine weitere Einteilung in Subtypen nötig. 
Bisher sind 11 verschiedene Subtypen (A-K) von HIV-1 Gruppe M bekannt [14]. Von acht 
Subtypen gibt es inzwischen durch den Vergleich internationaler Isolate gewonnene 
Konsensussequenzen ( siehe Abbildung 8 ). Innerhalb eines Subtyps bestehen Genom-
unterschiede bis zu 20% in env. 
 
 
ST-A: C T R P N N N T R K S V R I G P G Q A F Y A T G D I I G D I R Q A H C  
ST-B: C T R P N N N T R K S I H I G P G R A F Y T T G E I I G D I R Q A H C 
ST-C: C T R P N N N T R K S I R I G P G Q T F Y A T G D I I G D I R Q A H C 
ST-D: C T R P Y N N T R Q R T H I G P G Q A L Y T T - R I I G D I R Q A H C 
ST-E: C T R P S N N T R T S I T I G P G Q V F Y R T G D I I G D I R K A Y C 
ST-F: C T R P N N N T R K S I H L G P G Q A F Y A T G D I I G D I R K A H C 
ST-G: C T R P N N N T R K S I T F G P G Q A F Y A T G D I I G D I R Q A H C 
ST-H: C T R P N N N T R K S I R I G P G Q A F Y A T G D I I G D I R Q A H C 
 
Abb.8: V3-loop-Konsensus-Sequenzen der HIV-Subtypen A bis H  [163] 
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Die Heterogenität der HIV-Sequenzen wird bedingt durch zwei Mechanismen, von denen 
angenommen wird, dass sie dazu beitragen, dass das Human Immunodeficiency Virus dem 
Selektionsdruck des Immunsystems entkommen kann: Mutationen, begünstigt durch eine 
hohe Fehlerrate der Reversen Transkriptase ( ca. 10-4 pro Base und Replikationsrunde ) 
[183][191] [212] und Rekombinationen ( 2% pro Kilobase und Replikationsrunde ) [97][212]. 
Bei Rekombinationen kann es zu einem Austausch von Genabschnitten des selben Virus 
kommen. Hierdurch bedingt können Deletionen oder Insertionen auftreten. Ist ein Individuum 
mit zwei oder mehreren HIV-Subtypen gleichzeitig infiziert, so kann es wiederum zu 
Rekombinationen zwischen den unterschiedlichen Subtypen kommen. In einigen Regionen 
der Welt, in welchen mehrere Subtypen nebeneinander über viele Jahre hinweg Bestand 
haben, können mehr als die Hälfte der vorkommenden Viren Rekombinanten von zwei 
verschiedenen Subtypen sein [95]. 
 
HIV-Stränge, deren Genom noch größere Abweichungen zeigt ( bis 45% in env ), wurden in 
der Gruppe O ( outlier ) zusammengeschlossen [30][79][80]. Die Viren dieser Gruppe sind für 
etwa 5% aller HIV-Infektionen verantwortlich [241] und wurden gehäuft bisher nur aus 
Kamerun, Gabon und der Zentralafrikanischen Republik gemeldet [80][139][226]. Außerhalb 
Westafrikas findet man HIV Gruppe O eher sporadisch [139][140][ 185][ 211]. 
 
1998 schließlich wurde die Einteilungsmöglichkeit für HIV noch um die Gruppe N erweitert. 
Bei epidemiologischen Untersuchungen in Kamerun zur Klärung der phylogenetischen 
Unterschiede der Gruppen M und O fand eine Arbeitsgruppe eine Patientenprobe, die im 
serologischen Test nur mit SIV-Antikörpern, nicht aber mit Gruppe M- oder O-Peptiden 
reagierte. Das Virus konnte isoliert werden und die phylogenetische Analyse zeigte, dass es 
zwar näher verwandt zu SIV als zu den beiden anderen HIV-Gruppen sein muss, sich aber 
letztlich nirgendwo einreihen lässt; somit kann es als Prototyp für eine neue HIV-Gruppe 
betrachtet werden [241]. 
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3. Relevanz von Subtypen 
 
3.1. Genotyp und Serotyp 
 
 Die HIV-Serotypisierung basiert auf dem Nachweis von Antikörpern im 
Patientenserum, die gegen einen immunologisch wirksamen Abschnitt des Virusgenoms 
gerichtet sind. Entsprechend der genetisch determinierten Subtypen von HIV besteht die 
Annahme, dass es auch subtypenspezifische Antikörper im Serum geben könnte 
[125][172][233]. Zuverlässige serologische Subtypisierungsergebnisse würden unter anderem 
eine Möglichkeit darstellen, die geographische Verteilung von Subtypen schnell und 
kostengünstig zu erfassen. Bei dem Klassifizierungsversuch mittels ELISA ( Enzyme-linked 
immunosorbent assay ) können aber in verschieden hohem Maße immer wieder 
Abweichungen des Ergebnisses von der Subtypeneinteilung infolge genetischer Analyse 
beobachtet werden. Im Gegensatz zur Sequenzierung, einer Methode, bei welcher man mit 
Genomabschnitten von mehreren Hundert Nukleotiden arbeitet, müssen serologische Tests 
bei der Suche nach Antikörpern mit 14- bis 17-stelligen Peptiden beziehungsweise 42 -51 
Nukleotiden auskommen. Sind in dieser geringen Spanne eventuell einige kritische 
Aminosäurereste konserviert, kann es zur Ausbildung einer nicht unerheblichen 
Kreuzreaktivität kommen, vornehmlich zwischen den Subtypen A und C [119], in etwas 
geringerem Umfang aber auch zwischen B und D [31].  
 
Weiterhin spielt es auch eine Rolle, ob die Antikörper eines asymptomatischen Patienten, 
dessen Infektion noch nicht lang zurückliegt, untersucht werden, oder ob der Patient bereits 
unter einem Vollbild von AIDS leidet. Die anfangs breite Vielfalt an Antikörpern wird im 
Zuge der Immunschwächung eingeschränkt, und die Wahrscheinlichkeit, dass die noch 
zirkulierenden V3-Antikörper mit den entsprechenden synthetischen Peptiden eines Tests 
reagieren, nimmt ab [231][232].  
 
Auch die geographische Herkunft der Viren kann die zuverlässige Zuordnung von Genotyp 
und Serotyp erschweren. Afrikanische Stränge zeigen eine erheblich größere Sequenzvielfalt 
als die meisten Viren, die in industrialisierten Ländern vorkommen. Antikörper gegen die V3-
Region passen dann unter Umständen nur ungenau zu den für den Test ausgewählten Peptiden 
[104][163][237].  
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3.2. Phänotyp 
 
 Nachdem beobachtet wurde, dass HIV-2 im Vergleich zu HIV-1 weniger leicht 
übertragbar und weniger pathogen ist, und die Infektion außerdem längere Zeit symptomarm 
verläuft [43][108][151], wurde angenommen, dass es auch innerhalb der HIV-1-Isolate 
unterschiedliche phänotypische Eigenschaften gibt, da Genomabschnitte zum Teil erheblich 
variieren [60]. Schon bald nach Beginn der Auseinandersetzung mit den Eigenschaften 
einzelner HIV-Isolate konnten Unterschiede beobachtet werden, die die Replikation und den 
zytopathischen Effekt in vitro betreffen [11][33][58][195][213]. Bei 50% der infizierten 
Patienten entwickelt das Virus im Krankheitsverlauf neue Phänotypen, die den Progress zu 
AIDS beeinflussen [61][83][110][116][118][214]. Die frühe, asymptomatische Phase der 
HIV-Infektion ist gekennzeichnet durch eine geringe Viruslast im Plasma [89] sowie geringe 
infizierte Zellzahlen im peripheren Blut [117]. Nachweisbar sind häufig Virusvarianten, die 
keine Synzytiumbildung induzieren, sich langsam in Makrophagen und weniger in T-
Lymphozyten vermehren [201] [229]. Während des Krankheitsfortschritts kommt es zum 
Austausch einzelner Aminosäuren innerhalb des V3-loops und damit zur Änderung der 
biologischen Phänotypen: Verändert sich der Ladungszustand des V3-loops durch 
Vermehrung sauerer oder basischer Aminosäuren, so kann es zum einen zu einer 
Konformationsänderung der V3-Region kommen, die dazu führt, dass neutralisierende 
Antikörper nicht mehr binden können [65][66][158]. Weiterhin führt basischer Aminosäure-
Ersatz an Position 11 und 25 innerhalb des V3-loops zur Vermehrung der Synzytium-
induzierenden Virusvariante; außerdem bewirkt eine höherer Ladungszustand dieser Region 
eine höhere Affinität zu T-Zell-Linien und den schnelleren Abfall der T-Lymphozyten, was 
sich klinisch im Progress zu AIDS bemerkbar macht [47][61][117][213] [201]. Neben dem 
V3-loop nehmen an der Beeinflussung des Phänotyps auch noch andere Regionen von env 
teil, wie beispielsweise V1, V2 und gp41 [8][15][19][76][205][230].  
 
Die Bedeutung der Subtypen für die Zuweisung unterschiedlicher biologischer 
Verhaltensweisen der Viren ist nach wie vor ungeklärt. Synzytium-induzierende 
Eigenschaften sind aber nachweisbar bei Subtyp D häufiger zu finden als bei anderen 
Subtypen [44][46][243]. 
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3.3. Second-Receptor-Systeme 
 
 Es wurden Fälle von Menschen bekannt, die sich trotz hohem Risiko und wiederholter 
Exposition nicht mit HIV-1 infiziert hatten [37][130][175][193]. Nach dem Ausschluss von 
stochastischen Zufällen und den Fällen von ungewöhnlich stummen Infektionen blieben 2 
Personen, deren Zellen sich in Kulturen nur mit einem extrem hochkonzentrierten Inokulum 
infizieren ließen, wobei sich die Viren anschließend aber nicht weiter vermehren konnten. Sie 
konnten nicht in neue Zielzellen eindringen [175].  
 
CD4-positive Zellen 
Immunsystem  T-Helfer-Lymphozyten, Monozyten / Makrophagen,        
                                 dentritische Zellen 
Gehirn   Mikroglia 
Haut    Langerhans-Zellen 
Verdauungstrakt  Darmzellen in vitro 
Leber    Kupffer-Zellen in vitro 
 
 
Abb.9 ( nach [169] ) 
 
1984 wurde gezeigt, dass das CD4-Rezeptormolekül beim Viruseintritt in die Zelle eine 
herausragende Rolle spielt [41][113] ( siehe Abbildung 9 ). Schon 1986 tauchten Hinweise 
auf, dass die Bindung des viralen gp120-Oberflächenproteins an CD4-positiven Zellen allein 
nicht für einen suffizienten Viruseintritt ausreicht [149]. Nach fast einem Jahrzehnt bestätigt 
sich jetzt der Verdacht, dass es Korezeptoren auf den Zelloberflächen geben muss, die die 
Anheftung von Viren und somit die Infektion erleichtern: CXCR-4 ( verwandt mit 
Interleukin-8-Rezeptoren ) als Second Receptor für HIV-Stränge, die an das Wachstum in T-
Zell-Linien adaptiert sind [59], Synzytium induzieren und im späteren Infektionsverlauf 
zusätzlich zu anderen Korezeptoren bei fast allen Erkrankten auftreten; außerdem CCR-5 ( β-
Chemokin-Rezeptor ) als Second Receptor für HIV-Stränge mit Makrophagentropismus 
beziehungsweise keinem Synzitium-induzierenden Effekt [7][34][50][54][55][242] sowie bei 
HIV-2-Infektionen [53].  Ein genetischer Defekt mit Deletion von 32 Basenpaaren im CCR-5-
Gen sorgt bei homozygoter Ausprägung dafür, dass die Ansteckungswahrscheinlichkeit 
erheblich gesenkt wird [137]. Heterozygote Anlageträger können sich zwar infizieren, doch 
wird vermutet, dass der Krankheitsprogress erheblich verlangsamt wird [45][98]. Der Schutz 
ist allerdings nicht komplett, wie Fälle von HIV-1-infizierten homozygoten Anlageträgern der 
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CKR-5-Deletion belegen [17][170][215]. Im Fall von Makrophagentropismus kann die 
Überproduktion von β-Chemokinen ( Makrophagen Inflammatorisches Protein MIP-1α und 
MIP-1β; weiterhin RANTES -„regulated upon activation, normal T-cell expressed and 
secreted“- ) Zellen vor der Infektion mit HIV schützen.  
 
Derzeit wird überprüft, ob es einen Zusammenhang zwischen den einzelnen Subtypen und 
einer jeweils spezifischen Nutzung von Corezeptoren gibt [220][242]. 
 
3.4. Langerhans-Zell-Tropismus 
 
 Die ungleiche Subtypenverteilung zusammen mit unterschiedlichen Hauptüber-
tragungsmodi in verschiedenen Ländern ( USA und Europa: vor allem Subtyp B / 
homosexuell und Drogen; Thailand: insbesondere Subtyp E / heterosexuell; Indien: vor allem 
Subtyp C / heterosexuell; Afrika: vorwiegend A, C, D / heterosexuell ) gab Grund zu der 
Annahme, dass sich einige Subtypen besser auf heterosexuellem Weg erwerben lassen als 
andere. Zur Untersuchung dieser biologischen Eigenschaft wurden Langerhans-Zellen 
herangezogen: dentritische CD4-positive, Antigen-präsentierende Zellen mesenchymaler 
Herkunft, die in der oralen und genitalen Schleimhaut, an Teilen der Zervix, nicht aber im 
Analkanal [131] vorkommen. Diese Zellen wandern nach Antigenaufnahme zu regionalen 
Lymphknoten und wirken dort immunstimulierend. Dadurch könnte eine Synzitiumbildung 
mit T-Zellen angeregt und infolge dessen die Infektion auf replikationsfähige Zellen 
übertragen werden.  
 
Bisher wurden allerdings keine übereinstimmenden Untersuchungsergebnisse vorgelegt. In 
der Arbeit von Soto-Ramirez et al. [210] zeigten Viren der Subtypen B und E, die sich beide 
in peripheren Blutmonocyten gut vermehrten, in den Langerhans-Kulturen unterschiedliches 
Verhalten. Die Subtyp E-Viren von heterosexuell Infizierten hatten eine deutlich erhöhte 
Affinität zu den Schleimhautzellen, vermehrten sich schnell und verhielten sich nicht 
Synzytium-induzierend, wohingegen die Subtyp B-Viren homosexuell Infizierter ein viel 
geringeres Vermehrungsverhalten aufwiesen. Die Untersuchungen anderer Gruppen ergaben 
entweder keinen Unterschied der einzelnen Subtypen in einer effizienteren Unterhaltung der 
HIV-Infektion durch Langerhans-Zellen [52] oder lediglich Strang-spezifische, aber keine 
Subtypen-abhängige Assoziation mit einer gesteigerten Virusreplikation [181]. 
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3.5. Impfstoffentwicklung 
 
 Das größte Problem bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen den Erreger von 
AIDS liegt bei der extremen Variabilität des HIV-Genoms [240]. Obwohl potentiell alle 
Bestandteile des Virus immunogen wirken, konzentrieren sich die ersten Antworten des 
Immunsystems nach einer Infektion besonders auf die Struktur des V3-loops. Die 
Verschiedenartigkeit des V3-loops bei den einzelnen Viren bringt die Schwierigkeit mit sich, 
dass ein Impfstoff entwickelt werden müsste, der gegen das ganze Spektrum von HIV wirkt. 
Zusätzliche Schwierigkeiten dürfte die Subtypenheterogenität in den Ländern mit den 
höchsten HIV-Inzidenzen und dem größten Bedarf an Präventivmaßnahmen bereiten, denn 
hier ergeben sich mehr und mehr Möglichkeiten zur Rekombination und somit zur Entstehung 
von Virusvarianten, gegen die selbst geimpfte Personen keinen Schutz haben würden. Seit 
1987 wurden über 40 in Frage kommende Substanzen als Impfstoffe in klinischen Prüfungen 
getestet. 
 
Ältere Überlegungen zum Schutz vor HIV, die env- und somit Varianten-unnabhängiger sind, 
zielten auf die Modelle ab, dass eine HIV-2-Infektion möglicherweise vor einer 
Superinfektion mit HIV-1 schützt [216], oder dass SIV-Stämme mit einer nef-Deletion 
Makaken vor einer anschließenden Infektion mit pathogenen Wildtypen bewahren [42][126]. 
 
Neuere Bemühungen gelten dem Erarbeiten eines Impfstoffes, der eine möglichst breite 
Antwort von zytotoxischen T-Lymphozyten ( CTL ) hervorbringt. Bei Langzeitüberlebenden 
findet man beständig hohe Spiegel an CTL [83][114][180][192][203]. Auch nichtinfizierte 
Personen, die nachweislich einer Ansteckungsgefahr ausgesetzt waren, könnten durch eine 
CTL-Immunität geschützt sein [178][193]. Schließlich besticht der zeitliche Zusammenhang 
zwischen dem Abfall der Plasmavirämie und dem Auftreten cytotoxischer T-Lymphozyten 
[124]. Es hat sich außerdem gezeigt, dass einige CTL-Epitope subtypenunabhängig 
konserviert sind: CTL von nicht-Subtyp-B-Patienten waren in der Lage, Subtyp B-markierte 
Ziele zu zerstören [28]. Auf der anderen Seite konnte ein Vakzine, das auf der Basis von 
Subtyp B CTL induzierte, in drei von vier Freiwilligen Ziele lysieren, die mit verschiedenen 
HIV-Isolaten markiert waren [62]. Dies lässt hoffen, dass die Suche nach einem Impfstoff, der 
sowohl bei Varianz zwischen verschiedenen Subtypen als auch innerhalb eines Subtyps 
wirksam ist, erfolgreich sein kann [18][83][120]. Das Auffinden weiterer wirkungsvoller 
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Epitope, die als Vakzine eine möglichst umfassende Immunreaktion bewirken, sollte als eines 
der wichtigsten Nahziele in der Impfschutz-Forschung angesehen werden.  
 
Eine weiteren Ansatz verspricht man sich von neutralisierenden, monoklonalen Antikörpern, 
deren Wirksamkeit in Tiermodellen nachgewiesen wurde [36][133][173][211]. 1996 wurde 
beispielsweise Schimpansen ein Impfstoff inokuliert, der neutralisierende Antikörper vom 
Subtyp B induzierten sollte. Die Tiere konnten erfolgreich vor einer Infektion durch einen 
anderen Subtyp B-Virus geschützt werden. Bei der Infektion mit Subtyp E versagte der 
Impfschutz [71][72]. Bisher existieren nur drei Varianten, die zum einen die Primärisolate 
neutralisieren können und weiterhin die Eigenschaft einer breiten Kreuzreaktivität zeigen, um 
vor möglichst vielen Virusvarianten zu schützen [22][23][25][111][219]. Die Immunglobuline 
G1b12 und 2G12 verhindern die gp120-Interaktion mit dem Korezeptor CKR-5 [218]; 2F5 
erschwert durch Konformationsänderung in Domänen von gp41 und gp120 den Zugang zu 
den CD4-tragenden Zellen [166][198].  
 
Wenn auch die Entwicklung von erfolgreichen, prophylaktisch wirksamen Impfstoffen noch 
nicht abzusehen ist, so setzt man derzeit Hoffnung in immunomodulatorisch wirksame 
Substanzen, die durch eine Steigerung der CD4+-Lymphozyten zumindest die Viruslast bzw. 
die Replikationsrate des HIV-Genoms senken [138]. 
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4. Epidemiologie von HIV 
 
4.1. Weltweite Prävalenzdaten und Epidemiologie der Subtypen 
 
 Die HIV-Pandemie verläuft extrem heterogen, sowohl die Ausmaße ihrer Verbreitung 
als auch den zeitlichen Verlauf betreffend; des weiteren bestehen erhebliche regionale 
Unterschiede in der Verteilung der Gruppen und Subtypen. 90% aller HIV-Infektionen treten 
in Entwicklungsländern auf. Der folgende Überblick basiert auf Daten der „Expert Group of 
the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS“, die bis Ende Juni 1996 erhoben wurden 
[2][5][150] sowie der „UNAIDS/WHO Global AIDS Statistics“ [4] von Ende 2002 und den 
Schätzungen der WHO zur weltweiten Verbreitung der HIV-Infektion vom Dezember 2002. 
 
 
4.1.1. Afrika 
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Abb. 10  
Offiziell gemeldete HIV-Erkrankungen in den Ländern Afrikas ( Stand: November 2002 ). 
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 Afrika - und besonders der südlich der Sahara gelegene Teil - ist mit insgesamt 28.5 
Millionen infizierten Menschen der von der HIV-Pandemie bisher am stärksten betroffene 
Kontinent. Rund 70% aller angesteckten Erwachsenen und 80% der Kinder, die mit HIV 
leben, finden sich hier. Die Prävalenzraten variieren regional zum Teil erheblich, bieten im 
Süden und im Osten höhere Werte und gipfeln in größeren Städten  ( beispielsweise Abidjan 
oder Kampala  ) teilweise bis zu Anteilen von 40% [190][225]. In einigen Städten und 
ländlichen Gemeinden von Uganda und Tanzania gilt AIDS als die führende Todesursache 
[159][203]. Hingegen herrschen in den vom Islam geprägten Ländern Nordafrikas insgesamt 
recht niedrige Fallzahlen von höchstens 440.000 Erkrankten; ein Trend, der sich auch in den 
Mittleren Osten fortsetzt. Kritisch anmerken muss man hierzu allerdings, dass zum einen 
zwischen 1994 und 1999 aus diesen Ländern nur sehr mangelhafte Daten erhoben werden 
konnten, und dass zum anderen die nun vorliegenden Daten wegen der im Islam geltenden 
strengen moralischen Regeln nicht uneingeschränkt Glauben geschenkt werden darf. 
Erworben wird der größte Teil der Infektionen in Afrika durch heterosexuellen 
Geschlechtsverkehr. Daneben wirken sich die hohen Erkrankungszahlen bei Frauen im 
gebärfähigen Alter aus ( bis zu 10% der Schwangeren sind HIV-positiv ) und führen durch 
vertikale Übertragung zu nicht unerheblichen Zahlen infizierter Neugeborener ( durch-
schnittlich bringen die Frauen im 16. Lebensjahr ihr erstes Kind zur Welt ). Bisher sind in 
Afrika über 17 Millionen Menschen an den Folgen einer HIV-Infektion verstorben. 
 
In Afrika findet man, bedingt durch die bereits lang andauernde Infektion, beinahe alle 
Gruppen und Subtypen von HIV: in Westafrika und in den portugiesisch-sprechenden 
Ländern HIV-2 [42][73][151]; HIV-1 Gruppe O in West- und Zentralafrika [80]; Gruppe N 
wurde in einer Probe aus Kamerun entdeckt [206]. Entlang eines breiten Ost-West-Gürtels 
tauchen die Subtypen A und D der HIV-1 Gruppe M gehäuft auf; Subtyp C dominiert einen 
Nord-Süd-Streifen an Afrikas Ostflanke; die übrigen HIV-1 Subtypen ( B, E, F, G, H, K ) 
findet man breit verstreut, ohne dass sie prävalent erscheinen [3][21][103][107][142][161] 
[168] [182][217][237].                                                                                                                        
 
Zur Dynamik der Infektionsausbreitung in Afrika lässt sich keine Gesamtprognose abgeben. 
Regional, vor allem dort, wo jetzt die höchsten Prävalenzraten herrschen, scheint der 
Höhepunkt bereits erreicht zu sein, da die durch ihr Verhalten gefährdeten Menschen bereits 
infiziert sind. Andere Bevölkerungsgruppen dagegen werden durch neu angelaufene 
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Präventionsmaßnahmen besser informiert und können sich gezielter schützen ( Beispiel: in 
Uganda wurden seit 1990 im AIDS Information-Centre von Kampala 350.000 Menschen 
vertraulich beraten und getestet ). Anderenorts wiederum gibt es sowohl langjährig niedrige 
als auch neuerdings zunehmende HIV-Prävalenzen. Beispielsweise stieg die Infektionsrate im 
Süden des Kontinents erst in den letzten Jahren stark an und könnte in kurzer Zeit zur 
Vervielfachung der Infektionsraten führen [190]. 
 
4.1.2. Asien 
 
 In Asien begann die Epidemie erst in den späten achtziger Jahren und zählt bisher über 
7 Millionen Infizierte. Bedenkt man, dass auf dem asiatischen Kontinent mehr als die Hälfte 
der Weltbevölkerung beheimatet ist, berücksichtigt man die enorme Ausbreitungs-
geschwindigkeit der Krankheit und geht man davon aus, dass die Infektion hier erst begonnen 
hat, dann scheint es durchaus möglich zu sein, dass sich das Zentrum der Epidemie in den 
nächsten Jahren insgesamt von Afrika hierher verschieben wird. Des weiteren bereiten die in 
Asien zum Teil weit verbreiteten Geschlechtskrankheiten und die regional hohen Anteile an 
Prostituierten einen guten Boden für die HIV-Epidemie [128][238].  
 
Das Potential, das in dieser Region der Erde hinsichtlich neuer Infektionsraten besteht, lässt 
sich eindrucksvoll am Beispiel von Thailand zeigen: hier stieg die Seroprävalenz für HIV in 
den Jahren 1988-91 von 1,2% auf 45% [152][184][235]. In Teilen Indiens und Malaysias 
vollzieht sich jetzt das Infektionsgeschehen nach dem thailändischen Muster, gemäß welchem 
sich ein schneller Anstieg der HIV-Prävalenz unter Drogenkonsumenten zeigt, begleitet vom 
Zuwachs unter den Prostituierten; anschließend folgt der Einzug in heterosexuellen Bereich 
[190]. In Thailand selbst greifen offensichtlich Präventivmaßnahmen, denn die Inzidenzen 
fallen [82]. In anderen Teilen Südostasiens wie auf den Philippinen und den Malediven, in 
Indonesien und Sri Lanka herrschen noch geringe Prävalenzen vor [190]. Auch in 
Nordostasien ist die Situation bei Fallzahlen von 640.000 recht heterogen. Während z.B. in 
der Mongolei sehr niedrige Prävalenzen bestehen, werden in Kambodscha und Vietnam 
beängstigende Zuwachsraten beobachtet ( 32% zwischen 1992 und 1995 bei vietnamesischen 
Drogenabhängigen ) [165]. In China hat die Epidemie gerade erst begonnen. Drei Viertel der 
dort aufgetretenen Infektionen konzentrieren sich auf die südliche Provinz Yunnan, die im 
Grenzgebiet zu Laos und Myanmar ( Prävalenzen bei Drogenabhängigen zwischen 43% und 
 27
82% )[184], den Hauptumschlagplätzen für Heroin liegt. Da in der chinesischen Bevölkerung 
eine hohe Migrationsbereitschaft nachweisbar ist, sind die Voraussetzungen für eine Zunahme 
bei den Infektionen günstig. Als Vorzeichen ist der Anstieg der seit den 60er Jahren nahezu 
ausgerotteten Geschlechtskrankheiten zu sehen. 
 
Für die Subtypenverteilung gilt, dass bei Drogenkonsumenten der HIV-1 Subtyp B, bei den 
durch heterosexuellen Geschlechtsverkehr erworbenen Infektionen der Subtyp E dominiert 
[171][236]. In China findet man auch Subtyp C [147]. In Indien herrscht Subtyp C vor, es 
sind aber auch Infektionen mit A, B, D und HIV-2 bekannt [102][177][193]. 
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Abb. 11 
Offiziell gemeldete HIV-Erkrankungen in den Ländern Asiens ( Stand: November 2002 ) 
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4.1.3. Amerika 
 
4.1.3.1. Nordamerika 
 
  
  Nordamerika befindet sich mit 45.000 Neuinfektionen im Jahr 2000 und somit 
920.000 Infizierten auf einem insgesamt langsamer gewordenen Kurs, was v.a. dem 
Rückgang an Neuinfektionen im homosexuellen Bereich zuzuschreiben ist, obwohl dieser 
neben den Drogenkonsumenten einst Auslöser für die Epidemie war. Verhältnismäßig dazu 
angestiegen ist allerdings der Anteil von Übertragungen durch heterosexuellen 
Geschlechtsverkehr und damit auch die Rate von Frauen, von jungen Menschen auf niedrigem 
sozioökonomischem Status und der Einzug in eher ländliche Gebiete. Der Rückgang von 
Todesfällen um nahezu zwei Drittel kann in einem wohlhabendem Land wie den Vereinigten 
Staaten den neuen Kombinationen der antiviralen Therapie angerechnet werden. Auch 
sogenannte „Schadensminderungsprogramme“ helfen mit AIDS-Aufklärung, Verteilung von 
Kondomen und Injektionsbestecken und sogar der Ausgabe von Methadon, die Zahl der 
Neuinfektionen zu senken. HIV-1-Subtyp B dominiert die nordamerikanische Situation, in 
geringem Umfang tauchen jetzt aber auch die Subtypen A, D, E und Gruppe O auf 
[10][20][35][50][69][96]. 
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Abb. 12 
Offiziell gemeldete HIV-Erkrankungen in den Ländern Nordamerikas ( Stand: Dezember 
2002 ). 
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4.1.3.2. Mittel- und Südamerika 
 
  1,5 Millionen Infektionen finden sich in Zentral- und Südamerika zusammen mit der 
Karibik bei insgesamt langsameren Verbreitungsgeschwindigkeiten als in Asien oder Afrika. 
Obwohl die Situation der einzelnen Länder dieser Regionen recht unterschiedlich ist, zeigt 
sich auch eine Verschiebung des Schwerpunkts von homo- zu heterosexuellen Kontakten und 
von der Stadt ins Land, wodurch eher steigende Inzidenzen erwartet werden [27]. Infektionen 
in der mittelamerikanischen Region steigen bereits an, einige Karibikinseln zeigen außerhalb 
Afrikas die weltweit höchsten Raten an Neuinfektionen  [190]. 
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Abb. 13 
Offiziell gemeldete HIV-Erkrankungen in den Ländern Mittel- und Südamerikas ( Stand: 
November 2002 ). 
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Bei den Subtypen herrscht wiederum B vor, in Brasilien jedoch fanden sich auch Fälle von C, 
F und B/F-Rekombinanten [26][141][196][237]. 
 
4.1.4. Australien  
 
 Rund 50.000 HIV-Infektionen gibt es bereits in der Gegend des westlichen Pazifiks 
und  Australien, wobei ein Drittel der Fallzahlen auf den Kontinent selbst und auf Neu 
Seeland entfällt. Hier verläuft die Epidemie nach westlich-industriellem Muster ( mit 85% der 
Infizierten im homo-/ oder bisexuellen Bereich ) und der HIV-1 Subtyp B herrscht vor. Im 
Jahr 2000 kam es zu 500 Neuansteckungen. Der übrige Teil der Infektionen findet sich auf 
den pazifischen Inseln. Die Prognosen für die Länder im Pazifik sind durch den ständig 
wachsenden Tourismus, Handel und das Wanderungsverhalten der Bevölkerung eher 
pessimistisch [184]. 
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Abb. 14 
Offiziell gemeldete HIV-Erkrankungen in Australien und Neuseeland ( Stand: November 
2002 ). 
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4.1.5. Europa 
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Abb. 15 
Offiziell gemeldete HIV-Erkrankungen in den
November 2002 ).  
 32   
                        i  s    0  0  0
b  i  s  5  0  0  0
b  i  s  1  0  0  0  0
b  i  s  5  0  0  0  0
b  i  s  1  0  0  0  0  0
ü  b  e  r  1  0  0  0  0  0 
                     b 1
 Ländern West- und Osteuropas ( Stand: 
 Für die epidemiologische Betrachtung der infizierten Personen sollte Europa in 
mehrere Gebiete unterteilt werden. In Westeuropa begann die Epidemie in den frühen 
achtziger Jahren unter den Homosexuellen ( Subtyp B ) und stabilisierte sich mit 30.000 
Neuinfektionen im Jahr 2000 vor allem im Nordwesten, nicht aber im Südosten ( v.a. Spanien 
und Italien ), wo sich jetzt der Schwerpunkt ins Drogenmilieu verschoben hat. Bei insgesamt 
540.000 Betroffenen ist der Anteil von infizierten Heterosexuellen hier größer als in Amerika, 
der Frauenanteil liegt bereits über 20%. In Deutschland leben circa 50.000 HIV-Infizierte, 
18.239 AIDS-Fälle sind offiziell gemeldet. In einigen Ländern Westeuropas wurden alle 
bislang bekannten Erscheinumgsformen des Virus nachgewiesen [208]; HIV-1 Subtyp I kennt 
man aus Zypern [121], Subtyp J fand man bei in Schweden lebenden Immigranten aus Zaire 
[132], und HIV-1 Gruppe O ist in Frankreich bekannt [139].  
 
Osteuropa einschliesslich der Länder der ehemaligen Sowjetunion war bis in die neunziger 
Jahre bis auf wenige homosexuelle oder nosocomiale Fälle vor einer großen Infektionswelle 
verschont geblieben [55][179]; seit der Wende in Politik und Handelsbeziehungen aber steigt 
bei sozioökonomischer Instabilität zusammen mit Drogenkonsum, gewerblichem Sex und 
Geschlechtskrankheiten auch die Zahl der HIV-Neuinfektionen bei einer Gesamtzahl von 
700.000 Betroffenen. In der ehemaligen UdSSR fanden sich im Jahr 2000 mehr 
Neuinfektionen als seit Beginn der Epidemie zusammengenommen. Dramatisch steigen die 
Inzidenzen in Ländern wie Usbekistan und Estland. Andererseits wurden durch die 
politischen Reformen auch Möglichkeiten der Öffentlichkeitsarbeit gegeben, die unter dem 
kommunistischen Regime undenkbar gewesen wären. So laufen jetzt beispielsweise neben 
Aufklärungskampagnen auch offiziell Langzeitüberwachungen von Risikogruppen. 
 
In Osteuropa bietet sich das Spektrum aller bisher bekannter Subtypen einschließlich der 
seltenen F, G, H und I [77][115]. 
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4.1.6. Weltweite Subtypenverteilung 
 
Die größte Varianz an HIV-Subtypen findet sich in Zentralafrika. In den meisten Ländern 
Europas und Nordamerikas begann die Epidemie mit Subtyp B; inzwischen steigt aber in 
allen Regionen der Erde die Vielfältigkeit der nebeneinander vorkommenden genetischen 
Subtypen und Gruppen von HIV [6][9][57][144]. Die in den Kapiteln 4.1.1 bis 4.1.5. bereits 
erwähnten Subtypenverteilungen sind in Abbildung 16 nochmals graphisch zusammengefaßt. 
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Abb.16 
Übersicht der weltweiten Verteilung von HIV Subtypen ( nach [212] ).  
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4.1.7. HIV in Tansania 
 
 Tansania, ein etwa 945.000 km2 großes Land im Osten Afrikas, wurde von der HIV-
Epidemie schnell und schwer getroffen: bei einer Bevölkerung von über 32 Millionen 
Menschen lag nach Schätzungen Mitte 1992 die Zahl der Infizierten bei 800.000, gegen Ende 
1995 aber schon bei mindestens 1,3 Millionen ( 4% ). Selbstverständlich fällt die regionale 
Verteilung etwas unterschiedlich aus, wobei auf die urbanen Gegenden, wo rund 25% der 
Bevölkerung anzutreffen sind, die wesentlichen Anteile entfallen [1]. Bis November 1999 
wurden 112.052 AIDS-Fälle offiziell gemeldet [4]. Allein 1999 sind 140.000 Erwachsene und 
Kinder in Tansania an den Folgen einer HIV-Infektion gestorben. 
 
Das Wissen um die Krankheit und über die Infektionsmöglichkeiten ist relativ groß, wie 
schon eine 1994 durchgeführte Umfrage zeigte: 99% aller Stadtbewohner hatten schon etwas 
über HIV/AIDS gehört, 90% kannten die Übertragungswege und wußten, daß auch ein 
gesund aussehender Mensch infiziert sein kann; 63% konnten eine Person aus ihrem 
Bekanntenkreis benennen, der HIV-positiv war [234]. 1996 kannten fast 80% aller 
Einheimischen mindestens zwei Möglichkeiten, sich vor einer Ansteckung zu schützen [221]. 
Im Zuge der Infektion ließ sich eine Veränderung im Sexualverhalten dahingehend 
beobachten, daß verheiratete oder ältere ( >25 Jahre ) Männer nun weitgehend monogam 
lebten [167] und Frauen häufiger auf die Verwendung von Kondomen bestanden [221]. Die 
höchsten Inzidenzen von HIV-Infektionen treten nach wie vor durch heterosexuellen 
Geschlechtsverkehr bei jungen Frauen in städtischen Regionen auf [109]. Infektionen durch 
Blutübertragungen sowie perinatale Infektionen nehmen einen deutlch geringeren Stellenwert 
ein. Eine HIV-Übertragung durch Injektionen kann auch in einem Land wie Tansania durch 
einfachste Ausrüstung der medizinischen Einrichtungen und dem entsprechenden 
Hygienebewußtsein auf weniger als 0,4% der Gesamtinzidenz begrenzt werden [92].  
 
Durch die geographische Nachbarschaft zu Ländern mit höchsten HIV-Prävalenzen und der 
größten Subtypen-Vielfalt wie Uganda, Kenia, Malawi, Sambia und Zaire ist in Tansania ein 
buntes Bild an HIV-Varianten zu erwarten, zumal sowohl Handel und Verkehr als auch 
Flüchtlingsbewegungen aufgrund politischer Unruhen in diesen Teilen der Erde für einen 
regen Austausch von Virusgenom sorgen dürften. 
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II FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG 
 
 Als Grundlage zur Impfstoffentwicklung und zum Verständnis der Epidemiologie von 
HIV ist eine Beschreibung der globalen Subtypenverteilung von essentieller Bedeutung. Bis 
heute gibt es kaum Studien zur Charakterisierung der HIV-Subtypen, in welchen eine 
statistisch signifikante Anzahl von Proben unter epidemiologischen  und systematischen 
Gesichtspunkten zusammengetragen wurden. Technische Schwierigkeiten bei der 
Bestimmung der Subtypen stellen unter anderem einen Grund hierfür dar.  
 
Untersuchungsmethoden, die eine Differenzierung der HIV-Subtypen auf Sequenzebene 
erlauben ( Sequenzanalyse, Heteroduplex Mobility Assay - HMA, Restriktions-Fragment-
längen-Polymorphismus - RFLP ), erfordern eine Amplifizierung des Virusgenoms mittels 
PCR ( Polymerase-Kettenreaktion ) und sind infolge dessen von hochwertigem Ausgangs-
material wie gereinigte Monozyten aus peripherem Blut oder Serum in ununterbrochener 
Kühl- bzw. Gefrierkette abhängig. Dies ist bei Feldstudien, insbesondere in Entwicklungs-
ländern, oft sehr schwer zu erreichen. Weiterhin sind die oben genannten Tests sehr 
zeitaufwendig, kosten-intensiv und bislang noch nicht automatisierbar. 
 
Aus diesen Gründen hatte man zu der Zeit, als diese Arbeit begonnen und der experimentelle 
Teil durchgeführt wurde, große Hoffnung auf serologische Methoden zur Subtypisierung 
gesetzt. Hierbei wird die Differenzierung nicht auf Sequenzebene vorgenommen, sondern es 
werden die Unterschiede in der Bindungsfähigkeit der gegen HIV gerichteten Antikörper 
bestimmt. Da diese Antikörper in einfachen Tests ( ELISA ) nachzuweisen sind, ist diese 
Methode relativ schnell und kostengünstig; weiterhin ist das nötige Testmaterial relativ stabil, 
und so ist auch bei nicht optimalen gelagerten Proben eine Testdurchführung möglich. 
 
Schon zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die serologische Methoden bei der 
Subtypisierung von HIV gewisse Limitierungen haben. Als Ziel der Ausführungen sollten 
anhand eines Panels von Serumproben aus Tansania die Ergebnisse aller zu dieser Zeit in 
Entwicklung befindlichen V3-loop ELISAs miteinander verglichen werden. Zusätzlich sollte 
die Übereinstimmung der Testresultate mit dem Goldstandard der Sequenzanalyse verglichen 
und Gründe für etwaige Fehlbestimmungen gefunden werden. 
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Nach der Analyse der verschiedenen Methoden sollte eine Strategie erarbeitet werden, welche 
für die Subtypenerfassung in Regionen mit heterogenen Virusvarianten am besten geeignet zu 
sein scheint. 
 
Im Zuge der Untersuchungen konnte außerdem ein erster Überblick über die Subtypen-
verteilung im südwestlichen Tansania erwartet werden. Andere Studien konzentrierten sich 
vor allem auf die HIV-Situation im nördlichen Teil des Landes [78][112][167][188] 
[200][223]. Die Ergebnisse der Genotypisierung könnten als Ausgangsmaterial für Langzeit-
untersuchungen über etwaige Veränderungen der regionalen Subtypenvorkommen genutzt 
werden. 
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III MATERIAL UND METHODEN  
 
1. Methodischer Aufbau 
 
 90 Blutproben, die im Dezember 1995 von symptomatischen AIDS-Patienten des 
Mbeya Referral Hospital im südwestlichen Tansania abgenommen wurden, waren als 
Ausgangsmaterial bereits vorhanden. Die Leukozyten aus dem peripheren Blut ( PBL ) waren 
mittels Ficoll-Gradient isoliert, zweifach in PBS-Puffer gewaschen und in flüssigem 
Stickstoff gelagert. Die Weiterverarbeitung erfolgte im HIV-Labor des Max-von-Pettenkofer-
Instituts, München entsprechend dem in Abbildung 17 gezeigtem Algorithmus. 
 
Algorithmus 
 
Patientendaten und Probenmaterial 
 
Labor 
 
                                Serum                                                       Leukozyten 
      
                                ELISA                                                           PCR 
                      BEH GSH ICSM UFR 
 
                                                                             Sequenzierung             HMA 
 
                               Serotyp                                                         Genotyp                           
 
Abb. 17 
 
Zur Bestimmung der genetischen Subtypen, wurde die HIV-tragende DNA aus den 
Leukozyten durch die Polymerase Kettenreaktion ( Polymerase Chain Reaction, PCR ) 
amplifiziert und ein ca. 350 Nukleotid langer Teil der C2-V3-Region aus dem env-Gen 
sequenziert. Stichprobenartig wurden einige Proben ebenfalls mittels Heteroduplex Mobility 
Assay ( HMA ) weiterverarbeitet. Mit dem Serum der Patienten wurden jeweils 4 
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verschiedene Enzyme Linked Immunosorbant Assays ( ELISAs ) durchgeführt. Ihre 
Ergebnisse wurden untereinander und mit den Resultaten der beiden direkten DNA-
Nachweismethoden verglichen. 
 
 
2. Epidemiologische Daten 
 
 Alle zu bearbeitenden Proben stammen von Patienten aus der Mbeya-Region im 
Süden Tansanias ( siehe Abbildung 18 ). Die Region stellt mit über 1,5 Millionen Einwohnern 
6% der Bevölkerung des Landes und fällt durch ihre Grenznähe zu Sambia und Malawi, 
beides Länder mit hohen HIV-Prävalenzen, auf. In Tansania liegt der Anteil der Infizierten 
bei mindestens 5%. 
 
RANDA
 
 
Abb.18 
 
Zusätzlich zum Untersuchungsmaterial waren von den 90 in dieser Studie erfassten Patienten 
anhand eines standarisierten Fragebogens persönliche Angaben erhoben worden. Diese 
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berücksichtigten Alter, Geschlecht und Herkunft des Patienten sowie verschiedene bereits 
aufgetretene Symptome von AIDS.  
 
3. Untersuchungsmethoden 
 
3.1. Subtypisierung durch Sequenzierung der V3-loop-Nukleinsäuren 
 
3.1.1. DNA-Freisetzung 
 
 Aus 100µl Patientenmaterial wurde die Leukozyten-DNA nach zweimaligem Reinigen 
mit je 500µl Aqua dest. extrahiert, indem die Zellen 1 Stunde lang mit 50µl Puffer A ( 100M 
KCl, 10mM Tris-HCl / pH 8.3, 2,5mM MgCl2 ), 50µl Puffer B ( 10mM Tris-HCl / pH 8.3, 
2,5mM MgCl2, 1% Tween 20, 1% NP 40 ) und 12µl ( 24µg ) Proteinase K bei 60°C inkubiert 
wurden. Durch zusätzliche 10 Minuten bei 95°C wurde die Proteinase schließlich wieder 
degeneriert. 
 
3.1.2. Verschachtelte PCR ( nested PCR ) 
 
 Für die von Kary B. Mullins [160] entwickelte enzymatische Vervielfältigung von 
Genomabschnitten wurden 7µl Aqua dest., 14µl Desoxyribonucleotidtriphosphate (dNTPs), 
2µl WHO / NIH-Primer ED 3 ( 5’-TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG ) und 
2µl ED 14  ( 5’-TCTTGCCTGGAGCTGTTTGATGCCCCAGAC ) zusammenpipettiert und 
mit einer Wachskugel versiegelt. Auf die Wachsschicht wurden 10µl Aqua dest., 5µl Puffer 
No.1 ( Boehringer ), 0,75µl Taq-Polymerase ( Boehringer ) und 10µl DNA hinzugefügt. So 
konnte die PCR heiß gestartet werden, denn beide Gemische vereinigen sich unmittelbar vor 
ihrer „Arbeitstemperatur“. Die Reaktion umfasste 30 Zyklen, wobei ein Durchlauf im Perkin 
Elmer Thermocycler 9600 10 Sekunden bei 92°C, 30 Sekunden bei 50°C und 2 Minuten bei 
68°C betrug.  
 
Die nun etwa 2000 Basenpaare langen Amplifikate wurden einer zweiten PCR zugeführt, 
welche als Produkt möglichst DNA-Stücke von etwa 350 Basenpaaren Länge hervorbringen 
sollte. Dazu wurden 5µl Puffer No.1, 8µl dNTPs, 17µl Aqua dest., 0,5µl Taq-Polymerase und     
je 5µl der Primer ED 33 ( 5’-TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC ) und ES 7 ( 5’-
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TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTTAAATGGCAGTCTAGC ) mit 10µl 1:10 verdünntem 
Produkt der ersten PCR gemischt und in 30 Runden ( 30 Sekunden bei 92°C, 30 Sekunden 
bei 50°C und 2 Minuten bei 72°C ) amplifiziert. Der Produktnachweis erfolgte mittels 
Gelelektrophorese von 4µl Amplifikat in 1,5% TBE-Gel ( 0,5g Agarose, 30ml 1-fach TBE-
Puffer / 45mM Tris-Borat, 1 mM EDTA, pH 8.0; 45 Minuten Laufzeit bei 75 Volt ) und  
Anfärbung  mit Ethidiumbromid. 
 
 
Abb. 19 
Produktnachweis einer „nested“ PCR in Ethidiumbromid-gefärbtem Agarosegel. Rechts außen wurden ein DNA-Längen-
standard aufgetragen, links davon lief eine Negativkontrolle. Bei den 14 Proben konnte in 8 Fällen genügend Virusgenom aus 
den peripheren Lymphozyten amplifiziert werden ( erkennbarbar an den hellen Banden ). 
 
 
Bei Patientenmaterial, für das keine oder sehr wenig Virus-DNA nachweisbar war, wurde 
eine dritte PCR-Runde durchgeführt, die vollkommen analog zur Zweiten war. Konnte danach 
immer noch kein Virusgenom nachgewiesen werden, obwohl der Schnelltest die Probe als 
HIV-positiv identifiziert hatte, wurde eine neuer Versuchsreihe von der DNA-Freisetzung an 
durchgeführt. Bei weiterhin unbefriedigendem Ergebnis schien es sinnvoll, einen Versuch mit       
anderen Primerpaaren zu unternehmen: 5 env 59 ( GTCATTACACAGGCCTGTCC ) und      
3 env 1273 ( CATGTGGCAGGAAGTAGGA ) dienten als äußere Primer, für die inneren 
Abschnitte wurde zu  5 env 72  ( GCACAGTACAATGTACACATGGAA ) und 3 env 107           
( CCTCAGGAGGGGACCCAGAA ) gewechselt. Die übrigen Reaktionsparameter blieben 
unverändert. Als letzte Alternative blieb danach die PCR mit den eben genannten Primern und 
einer anderen DNA-Polymerase ( Pharmacia ). Dazu mussten die Mengen der übrigen 
Reaktionsteilnehmer geringfügig verändert werden ( 1. Runde: 5µl Pharmacia-Puffer, 8µl 
dNTPs, je 5µl der äußeren Primer, 0,5µl Pharmacia-Polymerase, 20µl Aqua dest. und 7µl 
DNA  aus den Leukozyten; 2. Runde: 5µl Pharmacia-Puffer, 8µl dNTPs, je 5µl der inneren 
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Primer, 0,5µl Pharmacia-Polymerase, 22µl Aqua dest. und 5µl PCR-Produkt der ersten 
Runde ). Auch die Thermocycler-Bedingungen änderten sich etwas ( 1. und 2. PCR jeweils: 
30 Zyklen à 1 Minute bei 92°C, 1 Minute bei 50°C und 2 Minuten bei 72°C ).  
 
3.1.3. DNA-Reinigung 
  
 In einer Elektrophorese durch 2% TEA-Gel ( 0,6g Agarose, 30ml TEA-Puffer / 40mM 
Tris-Acetat, 1mM EDTA, pH 8.0 ) wurde die DNA während einer Stunde bei 60 Volt in 
einem Gelabschnitt konzentriert. 
 
 
Abb. 20 
Die Produkte der „nested“ PCR wurden je Patientenprobe in 2 Portionen geteilt und in großen Agarosegel-Banden konzentriert. 
 
Die entsprechenden Bereiche wurden mit einem scharfen Skalpell ausgeschnitten und mit 
dem Agarose Gel DNA Extraction Kit von Boehringer / Mannheim bearbeitet. Dieser 
ermöglicht die Reinigung der DNA von beispielsweise freien Nukleotiden, Salzen oder 
Proteinen. Dazu wird den Proben je nach Gewicht pro 100 mg Agarosegel 300µl Agarose-
Lösungspuffer zugesetzt. Außerdem werden 10µl gut aufgeschüttelte Silica-Suspension 
zugegeben; wiegt die Agarosegelbande mehr als 2,5 µg, so wird die Menge an Silica-
Suspension pro µg um 4 µl erhöht. Diese Mischung wird bei 60°C 10 Minuten lang inkubiert, 
wobei sie alle 3 Minuten gevortext wird. Anschließend wird sie mindestens 30 Sekunden bei 
15000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, wonach der Überstand im Reaktionsgefäß 
verworfen wird. Das übrig gebliebene Pellet wird mit 500 µl Nukleinsäure-Bindungspuffer 
gevortext und ebenfalls mindestens 30 Sekunden bei 15000 Umdrehungen pro Minute 
zentrifugiert. Wieder wird der Überstand verworfen; das Pellet wird nun mit 500 µl 
Waschpuffer gevortext und wiederum unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Derselbe 
Schritt wird nochmals durchgeführt. Anschließend wird vorsichtig alle Flüssigkeit mittels 
 42
einer Pipette entfernt und die Proben sollen bei 37°C  langsam trocknen. Dieser Schritt ist 
beendet, wenn die Silica-Matrix in heller, weißer Farbe erscheint ( nach mindestens 30 
Minuten ). Mit 40 µl Aqua dest. wird diese gevortext und anschließend 10 Minuten bei 60°C 
inkubiert, wobei wiederum alle 3 Minuten gevortext wird. Nach 30 Sekunden Zentrifugation 
bei 15000 Umdrehungen pro Minuten wird der Überstand abpipettiert und in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Die Reaktionsgefäße mit dem Pellet können verworfen werden. 
 
Die Konzentration der DNA wurde durch Vergleich der Fluoreszenzbanden von 2 µl 
gereinigtem Amplifikat und einem Längenstandard-Marker in einer neuen TBE-Gel-
Elektrophorese     ( 1 Stunde, 75 V ) ermittelt. 
 
 
Abb. 21 
Bei der Kontrolle der DNA-Reinigung kann durch Vergleich des DNA-Längenstandards ( rechts ) mit den Banden der 
bearbeiteten Proben auf die Konzentration der DNA-Fragmente geschlossen werden. 
 
 
3.1.4. Sequenzreaktion 
 
 Zur Sequenzreaktion wurden 40ng DNA jeweils mit 8µl Sequenzmix ( Taq dye            
sequencing kit)  und mit 1µl eines Primers für den vorwärts replizierten Strang ( ES 7 ) oder 
für den komplementären Strang ( ED 33 ) versetzt. In 25 Zyklen à 10 Sekunden bei 96°C,        
5 Sekunden bei 50°C und 4 Minuten bei 60°C wurden die Genomabschnitte mit 
farbstoffmarkierten Terminatoren versetzt, welche die sich verlängernde DNA-Kette 
gleichzeitig nach jedem Nukleotid beendeten. Später hinterließen die bei einer Gel-
elektrophorese verschiedenen emittierten Lichtquanten ein charakteristisches Fluoreszenz-
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muster, welches Rückschlüsse auf die Nukleotidreihenfolge erlaubte ( Abbildung 22 ). Zuvor 
jedoch musste die DNA durch Ethanolfällung von sämtlichen Chemikalien bisheriger 
Reaktionsschritte gereinigt werden. 20µl Sequenzansatz wurden mit 50µl Ethanol 95% und 
2µl NaAcetat 3M gemischt, 10 Minuten in Eis gekühlt,  30 Minuten zentrifugiert und vom 
Überstand befreit. Mit 250µl Ethanol 70% wurden die Proben nochmals 10 Minuten 
zentrifugiert und wiederum wurde der Überstand entfernt. Nachdem die Proben getrocknet 
waren, konnten sie der automatischen Sequenzierung ( ABI Prism DNA-Analyse-System 337; 
Applied Biosystem, Foster City, CA ) zugeführt werden. Die Daten wurden im 
Computerprogramm „Sequence Navigator“ von Applied Biosystems editiert. Phylogenetische 
Analysen wurden anschließend mit dem Programm Treecon 1.2 [224] durchgeführt. Die 
dadurch gestalteten Klassen von Subtypen wurden im weiteren Verlauf als Genotypen 
festgelegt. 
 
 
 
 
      Terminatoren  Produkte der DNA-Verlängerung              Elektrophärogramm 
 
 A    A                                           A C A G  G  T  A 
     A C 
 C    A C A  
     A C A G 
 G    A C A G G 
     A C A G G T        
 T    A C A G G T A 
  
 
Abb. 22 
Durch Farbstoff-gekoppelte Terminatoren wird die Nukleotidabfolge der DNA aufgeschlüsselt. Als Ergebnis erhält man zunächst 
ein Elektrophärogramm, in welchem Adenin als grüne, Cytosin als blaue, Guanin als schwarze und Thymin als rote Ausschläge 
dargestellt werden. 
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3.2. Heteroduplex Mobility Assay 
 
 Der erst 1993 beschriebenen Methode [48] des Heteroduplex Mobility Assay ( HMA ) 
zur Entdeckung der genetischen Virenvielfalt und der Abschätzung der Divergenz 
verschiedner HIV-Stränge liegt das unterschiedliche Wanderungsverhalten experimentell 
erzeugten DNA-Kombinationen in der Gelelektrophorese zu Grunde.  
 
Ausgangsmaterial für den HMA sind die Produkte der ersten PCR-Runde. Es folgte eine   
zweite PCR analog dem unter 2.1.2. beschriebenem Schema, lediglich das innere Primerpaar 
wurde durch ein anderes ersetzt: für die jetzt benötigten 1,2 Kilobasen langen DNA-Teil-
stücke sollten die Primer ED 5 ( 5’-ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG ) und ED 12  
( 5’-AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG ) die Amplifizierung der V1-V5-
umfassenden Region von gp120 ermöglichen.  
 
5µl der so entstandenen „unbekannten“ Patienten-DNA wurden mit 5µl eines „bekannten“ 
Standard-PCR-Produkts ( gemäß dem Heteroduplex Mobility Analysis HIV-1 env Subtyping 
Kit [47] ) und 1,33µl Annealing-Puffer ( 1M NaCl, 100mM Tris-Cl / pH 7.8, 20mM EDTA ) 
gemischt. Bis zu 8 verschiedener Standard-Subtypen konnten in einem Versuch jeweils mit 
Patienten-DNA kombiniert werden. Das Gemisch wurde 4 Minuten bei 94°C inkubiert, um 
die nativen DNA-Stränge zu trennen. Sofort im Anschluß erfolgte eine Kühlung in Eis ( für 5 
Minuten ), wodurch sich heterogene Doppelstränge ausbildeten ( Patient + Referenz). Ficoll-
Orange oder Bromphenolblau konnten als Farbstoff-Marker zusammen mit den DNA-
Gemischen auf ein vertikales 5% Polyacrylamidgel ( 5,6ml 40% Acrylamid-Lösung von 
BioRad, 3ml 2% Bisacrylamid-Lösung von BioRad, 9ml 5-fach TBE-Puffer, 27ml Aqua 
dest., 450µl frisch präparierte 10% Ammoniumpersulfat-Lösung und 36µl TEMED ) geladen 
werden. Für die Tanks des Elektrophoresesystems wurde 1-fach TBE-Puffer benötigt. Als 
günstigste Laufzeit für das Gel erwies sich im Zuge der Untersuchungen 6 Stunden bei 210 
Volt. Abschließend musste das Gel 5 Minuten in Ethidiumbromid-Wasser-Lösung getränkt 
werden, wonach es dann unter UV-Licht beurteilt werden konnte ( Abbildung 23 ). 
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                                                 Patient 1                  Patient  2 
 
                                        A/A Ho A1 A2 C1 C2 D1 D3 H2        A1 A2 C1 C2 D1 D3 F2 H2 
                                
 
 
Abb. 23 
Ethidiumbromid-gefärbtes Polyacrylamidgel nach abgeschlossenem HMA. Bearbeitet wurden 2 verschiedene Patientenproben. 
In der linken Spur lief ein Gemisch aus 2 verschiedenen HIV-A-Subtypen und dient somit als Referenz für einen Heteroduplex   
( „Positivkontrolle“ ). Rechts davon wanderte Patienten-DNA ohne weitere Zusätze als „Homoduplex“ durch das Gel und konnte 
gleichermaßen als „Negativkontrolle“ dienen. In den 7 sich anschließenden Spuren war das PCR-Produkt eines Patienten mit 
jeweils unterschiedlichen Standard-Subtypen kombiniert. Auf der rechten Bildhälfte lief in 8 Spuren das Gemisch aus je einem 
bekannten Subtyp und den PCR-Amplifikaten eines zweiten Patienten. Anhand der markant hervorstechenden Banden auf 
Höhe der Positivkontrolle kann der Subtyp, der dem Patientenmaterial am ähnlichsten ist, leicht identifiziert werden ( Patient 1= 
Subtyp D; Patient 2 = Subtyp A ).   
 
 
3.3. Peptid-gestützte Subtypisierung durch serologische Analyse von V3-Antikörpern 
 
 Das Plasma der 90 Patienten war mit Enzygnost 1 / 2 plus von Behring ( Marburg ) 
auf anti-HIV getestet worden. Danach wurden vier - in unterschiedlichen Laboratorien 
entwickelte - ELISAs für die serologische Testung herangezogen. Drei davon nutzten die 
Peptid-gestützte indirekte EIA-Methode: synthetische Peptide, die auf Mikrotiterplatten 
geschichtet wurden, binden ihre spezifischen, V3-loop-gerichteten Antikörper aus dem 
Patientenserum. Dieser Komplex wiederum wird von einem Enzym-bestücktem anti-Human-
Antikörper gebunden. Die Reaktion wird durch die enzymbedingte Farbreaktion eines 
Substrats sichtbar. Der vierte Test basiert auf der Blockierung der Antikörperbindung durch 
einen Überschuss von Peptiden in der flüssigen Testphase.  
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Die Peptide aller vier ELISAs für die Subtypen A bis E sind relativ ähnlich und variieren vor 
allem in ihrer Länge, wie Abbildung 24 zeigt. 
 
 
A  BEH      - - - R K S I H I G P G Q A F Y A T 
A  ICSM      - - - - K S V H I G P G Q A F Y A T 
A  GSH      - - - - K S V H I G P G Q A F Y A T 
A  UFR         N N T R K S V H I G P G Q A F Y A T G DIIGDIRQAHC 
 
B  BEH      - - - R K R I H I G P G R A F H Y T G R 
B  ICSM      - - - - K S I H I G P G R A F Y T T 
B  GSH CTRPNN N T R K S I H I G P G R A F Y T T G EIIGDIRQAHC 
B  UFR      N N T R K S I H I G P G R A F Y T T G EIIGDIRQAHC 
 
C  BEH   - - - R K S I R I G P G Q T F Y A T G D 
C  ICSM   - - - - K S I R I G P G Q T F Y T T 
C  GSH      - - - - K S I R I G P G Q T F Y T T 
C  UFR   N N T R K S I R I G P G Q T F Y A T G DIIGDIRQAHC 
 
D  BEH          - - - R Q R T H I G L G Q A L Y T T  
D  ICSM   - - - R Q R T H I G P G Q A L Y T T 
D  GSH   - - - R Q R T H I G P G Q A L Y T T 
D  UFR   N N T R Q R T H I G P G Q A L Y T T - RIIGDIRQAHC 
 
E  BEH      - - - R T S I T I G P G Q V F Y R T  
E  ICSM      - - - D T S I T I G P G Q V F Y R T 
E  GSH      - - - D T S I T I G P G Q V F Y R T 
E2 GSH CTRPSN N T R T S I T I G P G Q V F Y R T G DIIGDIRKAYC 
E  UFR      N N T R T S I T I G P G Q V F Y R T G DIIGDIRQAHC 
 
 
Abb. 24 
 
3.3.1. ELISA von Behring, Marburg und dem Pettenkofer-Institut, München ( BEH ) 
 
 Für diesen indirekten ELISA wurden die Serumproben 1:25 mit anti-HIV-negativem 
Serum verdünnt. Als Konjugat diente mit Peroxidase versehenes anti-Human-IgG, als 
Substrat Tetramethylbenzidin. Die Peptide dieses Tests für Subtyp A bis E waren bis zu 20 
Aminosäuren lang. Zur Kontrolle enthielt der Test das Gnann-Peptid aus gp41 eines HIV-1 
Subtyps B, das gp41 ohne Cysteinreste und gp41 des Gruppe O-Virus MVP-5180.  
 
Nach zweimaligem Waschen der Testplatten wurden je Schacht zu 50µl Puffer 50µl 
verdünntes Patientenserum pipettiert und bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Es schlossen 
sich 5 Waschvorgänge an. Danach wurden 100µl Konjugat zugegeben und wiederum für 30 
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Minuten inkubiert. Nach dem Waschen wiederholte sich dieser Schritt mit 100µl Substrat und 
Inkubation bei Raumtemperatur. Nach dem Stoppen der Reaktion konnte das Ergebnis bei 
450nm innerhalb einer Stunde abgelesen werden. Das Peptid, das nach der Reaktion mit dem 
Patientenserum bei der Messung der optischen Dichte zu den höchsten Werten führte, wurde 
als Subtyp festgelegt. 
 
3.3.2. ELISA des Imperial College at St. Mary’s Hospital, London ( ICSM ) 
 
 Bei diesem von Cheingsong-Popov et al. [32] beschriebenem und im Rahmen des 
WHO Network on Virus Isolation and Characterization entwickelten indirekten ELISA 
können durch ein zweizeitiges Verfahren die sich ergebenden Kreuzreaktionen nochmals 
analysiert werden. Es wurden Peptide der Länge von 14 und 15 Aminosäuren ( in 20mM 
Carbonatpuffer, pH9,6 ) in einer Konzentration von 10µg/ml auf die Testplatten aufgebracht. 
Nach 48 Stunden Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Platten gewaschen und für 
zwei Stunden mit Puffer  ( PBS, pH 7,4 ) geblockt. Nach einem nochmaligem Waschgang 
waren die Testplatten bereit. Die Patientenseren wurden 1:100 verdünnt und mit den Peptiden 
A bis E für 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschvorgang konnte die 
Antikörperbindung an die Peptide mit Hilfe einer anti-Human-IgG-Peroxidase als Konjugat, 
welches 1 Stunde bei 37°C auf der Platte belassen wurde, in einer Farbreaktion bei 492nm 
photometrisch nachgewiesen werden. Zur Kontrolle dienten in jedem Lauf HIV-negative 
Proben. Der Subtyp wurde wiederum durch die höchste optische Dichte bestimmt.  
 
Erhielt man bei einem Patientenserum mehrere gleichhohe Werte, wurden die Peptide mit       
einem Antigen-eingrenzenden ELISA weiterbearbeitet. Dabei wurden V3-Peptide in 
unterschiedlichen Konzentrationen ( 10, 1, 0,1 und 0,01µg/ml in 20mM Carbonatpuffer ) auf 
eine Testplatte aufgebracht. Ansonsten läuft der ELISA wieder wie oben beschrieben ab. Der 
serologische Subtyp entsprach dann schließlich dem Peptid, das bei der geringsten 
Konzentration die höchste Antikörper-Bindungsrate aufweisen konnte. 
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3.3.3. ELISA des Georg-Speyer-Hauses, Frankfurt ( GSH ) 
 
 Für die Subtypen A, C, D und E nutzt dieser Test die gleichen Peptide wie der ELISA 
des Imperial College at St. Mary’s Hospital. Zusätzlich werden hier aber bei den Subtypen B 
und E auch komplette cyclische V3-loop Peptide verwendet [70]. Die Testplatten wurden pro 
Fach mit 500ng der Peptide, gelöst in 100µl eines 0,5M Bicarbonatpuffers ( pH 9,8 ),   
beschichtet. 100µl 1:500 verdünntes Plasma wurde gegen alle 6 Peptide getestet. Zum 
Antikörpernachweis diente anti-Human-IgG der Ziege als Konjugat und Phenylendiamin als 
Substrat. Die Reaktion wurde mit 100µl 1M H2SO4 gestoppt; anschließend wurde der Wert 
der optischen Dichte bei 492nm gemessen. Der serologische Subtyp berücksichtigte sowohl 
das gesamte Aktivitätsmuster aller Peptide als auch die stärkste Einzelreaktivität und 
spezifische Kreuzreaktionen. 
 
3.3.4. ELISA der Université François Rabelais, Tours Cedex ( UFR ) 
 
 Der von Barin et al. [12] beschriebene Test soll durch sein etwas abweichendes 
Verfahren einen großen Teil der Kreuzreaktionen, die normalerweise bei indirekten ELISAs 
beobachtet werden, vermeiden können. Die Peptide für diesen Test bestanden aus Teilen der 
Länge von 29 oder 30 Aminosäuren. Die einzelnen Schächte der Mikrotiterplatten wurden mit 
je 0,5 µg/ml der sythetischen Peptiden aller 5 Subtypen ( A bis E ) beschichtet. Pro Patient 
wurden jeweils 25µg eines in 10µl Puffer gelösten Peptids ( A, B, C, D oder E ) in die 
Testgefäße 1 bis 5 gegeben. 10µl einer 250µg/ml-Lösung aus einer äquimolaren Mischung 
aller fünf Peptide ( A, B, C, D und E ) wurden in einen sechsten Schacht gegeben, was 
theoretisch einer 100%igen Blockierung gleichkam. In einen siebten Schacht wurden nur 10 
µl Puffer zugegeben; dies bedeutete 0% Blockierung. 100µl 1:100 verdünntes Patientenserum 
wurde in die Reaktionsgefäße 1 bis 5 zugegeben und das Gemisch wurde bei Raumtemperatur 
eine halbe Stunde lang inkubiert. Es schlossen sich die üblichen Waschvorgänge und die 
Zugabe von Konjugat und Substrat wie auch bei indirekten ELISAs an. Mindestens 50% 
Unterschied in der optischen Dichte zwischen blockierter Kontrolle und Kontrolle ohne 
Peptide ermöglichte eine Validierung des Tests. Der Subtyp entsprach dem Peptid, das die 
stärkste Blockierungsreaktion und damit die geringste optische Dichte hervorbrachte.   
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3.4. Qualitätssicherung der Untersuchungen 
 
 Sowohl bei den serologischen Tests als auch bei den direkten DNA-
Nachweisverfahren wurde im Rahmen jeder Untersuchung eine „Negativkontrolle“ ohne 
Patientenserum oder DNA zur Qualitätssicherung mitbearbeitet. Gerade die gegenüber 
Verunreinigungen mit Fremd-DNA hochempfindlichen Reaktionsschritte der PCR wurden 
durch die im Arbeitsablauf integrierten Gelelektrophoresen mehrfach auf Kontaminationen 
kontrolliert.  
 
Einzelne Proben wurden ein zweites Mal bearbeitet um darzustellen, dass das Ergebnis 
wiederholbar und nachvollziehbar ist. 
 
3.5. Computer-Software  
 
 Die Korrelation der einzelnen Ergebnisse aller ELISAs mit dem Genotyp wurde mit 
SPSS ( Statistical Package Software for the Social Sciences; SPSS, Chicago, IL ) analysiert. 
Mit BETATURN ( PC/GENE, IntelliGenetics, Mountain View, CA ) wurden die Eigen-
schaften der V3-loop Sequenz gemäß des Chou-Fasman-Algorithmus bestimmt [35]. 
TREECON  wurde zur phylogenetischen Analyse herangezogen [224]. 
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IV Ergebnisse 
 
1. Probandendaten 
  
 Im Jahr 1996 wurde Patienten des Mbeya Referral Hospital, Tanzania, die mindestens 
zwei CDC-Kriterien für die Diagnose AIDS erfüllten, jeweils 30 ml Blut abgenommen.Von 
initial 113 untersuchten Patienten erwiesen sich in einem, in Tansania durchgeführten HIV-
ELISA ( Enzynost 12plus ) 90 als HIV-positiv. Von diesen Patienten wurden PBMC und 
Plasma isoliert und in flüssigem Stickstoff nach Deutschland transportiert. Diese 90 Proben 
waren Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit. Von den Patienten, deren Probenmaterial 
hierbei untersucht wurde, waren Angaben zur Person und zur bestehenden Krankheits-
symptomatik erhoben worden. So erlaubt die Kenntnis der Geschlechterzugehörigkeit die 
Trennung der Patienten in 37 Frauen ( 43.5% ) und 48 Männer ( 56.5% ). Bei fünf Patienten 
stehen keine Angaben zur Verfügung. 
 
Hinsichtlich der Altersverteilung lag der mittlere Wert der infizierten Frauen bei 27.5 Jahren, 
das Durchschnittsalter der Männer bei 34 Jahren.  
 
Tabelle1: Altersverteilung der Patienten           
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Von 74 Patienten ( 82% ) lagen Angaben zur Herkunft vor. Bei der Einteilung in städtische 
und ländliche Bevölkerung bietet sich die Trennung der Menschen, die aus der Stadt Mbeya 
direkt stammen, und derer, die aus den umliegenden Bezirken kommen, welche aufgrund 
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ihrer geringen Bevölkerungsdichte ( zwischen 10 und 150 Einwohner pro Quadratkilometer ) 
im folgenden als ländliche Regionen eingestuft werden. Sogesehen läßt sich das 
Patientenkollektiv jeweils zur Hälfte in Stadt- und Landbevölkerung aufteilen. 
 
Keiner der 78 Patienten, über die persönliche Angaben zum Krankheitsstadium vorhanden 
sind     ( 87% ), war völlig ohne Krankheitszeichen. Standardmäßig erfaßt wurden klassische 
Symptome, die den Progress von AIDS dokumentieren. Bei den zusätzlich angegebenen 
Beschwerden dominierten Neuralgien und durch Mykosen verursachte Läsionen von Haut 
und Schleimhäuten. 
 
Tabelle 2: Erfassung von Krankheitszeichen der Patienten 
 
Gewichtsverlust
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2. Genotypisierung mittels PCR und Sequenzierung 
 
 Bei 86 von 90 Proben ( 95.5% ) gelang eine ausreichend starke PCR-Amplifizierung, 
um auch nach der Aufreinigung genügend genetisches Material für die Sequenzierung zu 
haben. Dabei wurden 62 Proben ( 72% ) im ersten Anlauf erfolgreich bearbeitet, während in 5 
Fällen eine dritte Amplifikationsrunde nötig war, ehe das Material der Sequenzierung 
zugeführt werden konnte ( 5.8% ).  
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Abb. 25: Aminosäuresequenzen der 86 Proben, die nach der PCR ausreichend DNA zur weiteren Analyse zeigten, im Vergleich mit 
Konsensussequenzen des jeweiligen Subtyps. 
 
                     
Consensus A LLLNGSLAEEE-VMIRSENITNNAKTIIVQLVKP--VKINCTRP-NNNT.RKSVRI..GPGQ..AFYAT...GDIIG.DIRQAHCNVSRTEWNKTLQQVATQLRK...YF..NKT....IIFA..NSSGGDLEIT  
mb6567-a1   ---------------RSENITNNAKTIIVQFVNP--VNITCIRP-NNNT-RRSVRI--GPGQ--TFYAS----DIIG-DIRQAYCTVNRTAWNNTVQKVATQLRK---YFV-NKT----IIFT--RSSGGDLEIT 
mb6631-a3   -------AEEK-VMIRSENITNNAKNLLVQLTEP--VQINCTRP-NNNT-RKGVHI--GPGQ--AFYAT---GEIIG-NIRQAHCNVSKTAWNNTLKRVVTQLRE---YFG-NKT----IFFA--SPSGGDLE-- 
mb6657-a1   MLLNGSLAEEG-VRIRSENITDNAKNIIVQFDEP--VKINCTKP-NNDIKRTKIHI--GPGR--SFIATRT-DSGTG-NIRKASCNVNGTEWNETLRKVVTQLRE---YF--NTT---TIIFN--PSSGGDLEIT 
mb6678-a1   LLLNGSLAEKE-IRIRSENITNNAKTIIVQFAKP--VQINCTRP-NNNT-RVGIGI--GPGK--MFYAN----NIIG-NIRQAYCNVSRRDWNDTLQQVAQQLGK---HFK-NKT----I-KLL----------- 
mb6703-a1   --LNGSLAEGGKVMIRSENITNNAKNIIVQLTKP--VTINCTRP-NNNT-RKSVRI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSREEWNDTLREVVIQLRT---YFG-NKT----IMFN--NSSGGDLEIT 
mb6737-a1   -LLNGSLAEKE-VRIRSENISNNAKNILVQFTEP--VQINCTRP-GNNT-RRRIRI--GPGR--AFIAT---NAIVG-DVRKAHCNISRTAWNKTLQKVVKQLRT---HW--NTT----IVFT--KSSGGDLEIT 
mb6738-a1   -LFNGSFAETE-VMIRSENITNNAKNIIVQLTEP--VRINCTRP-NNNT-RRSVRI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSRSAWNKTLQQVVTQLGK---YF--NKTKT--IIFA--NSLGGDLEIT 
mb6746-a3   LLLNGSLAEGRKVMIRSENITNNAKNIIVQFYKP--VTINCTRS-YNNT-RRGLRI--GPGR--AFFAM---GAVTG-NIR--HCNVIKAEWDEAMNETIMQLRT---YFK-NKT----IIFD--KPSGGDPK-- 
mb6771-a1   LLLNGSLAEEE-VIIRSENITNNAKNIIVQLTTP--VRINCTRP-NNNT-RTSIRI--GPGQ--TFYAT----DIIG-DIKQAHCNVSTTEWNDTLQQVAIQLRT---HF--NKT----IL-------------- 
mb6774-a1   ----GSLSEEE-IVIRSENTLNNGKTIIVHLNKS--VEIVCTRP-NNNT-RKSMRI--GPGQ--TFYAT---GEIIG-NIREAHCNVSRQDWNETLKQVATQLGK---HF--NNN---TIIFT--NSSGGDLEI- 
mb6791-a3   LLLNGSLAEKE-VMIRSENITNNAKNILVQFTEA--VKINCTRP-NNNT-RKSVRI--GPGQ--SFYAT---GAIIG-DIRQAHCTVNRTEWNNTLGKVVIQLRR---YFGDNKT-------------------- 
mb6831-a3   LLLNGSLAEEQ-VKIRSENITNNAKNILVQLKDP--VKINCTRP-NNNT-RKSVHI--GPGQ--AFYAT---GEITG-DIRQAHCNVSRADWNKTLKEVATQLRA---HFG-NKT----I--------------- 
mb6837-a1   -------------ESDLENITNNAKNIIVQFDKP--VKINCTRP-NNNT-RTSIHI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSRMEWEDTLRQVAGPLGE---HFD-NKT----IIFT--NSSGGDIEIT 
mb6839-a1   ---------RE-IRIRSENITDNAKTIIVQLVTP--VQINCTRP-NNNT-RESIRI--GPGQ--AFYAT---D-IIG-NIRQAHCNVSRTAWNKTLHHVARQLRT---YW--NKT----IIFT--ESSGGDLEIT 
mb6847-a1   LLLNGSLAEEK-VMIRSENISDNIKNIIVQFTSP--VQINCTRP-NNNT-RKSIHI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSRTAWNKTLQEVAIQLET---YFR-NKT----INFD--TSSGGDPN-- 
mb6874-a2   --CNGSLAEED-IIIRSENIT-NAKTIIVHLNES--VGINCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAS---GDIIG-DIRQAHCNVSRSAWNRTLQKVAKQLRT---YFG-NKT----IIFT--NSSGGDPEIT 
mb6937-a1   ----GSLAEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVQLAKP--VKINCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--ASFAT---D-IIG-DIRQAHCNVNRGEWNQTLQQVVIQLRK---YFR-DKT----IIFA--NSSGGDLE-- 
mb6938-a1   -LLNGSLAEGK-IMIRSENITNNIKNIIVQLNKP--VQINCTRP-NNNT-RKGVSI--GPGQ--AFYAT---D-IIE-DIRQAHCNVSRAEWNKTLQEVANQLRP---YFR-NKTT---IIFA--KSTGGDLEIT 
mb6979-a3   LLLNGSLAEGK-IMIRSKNITNNAKNLLVQLTAP--VNITCIRP-NNNT-IRGVHI--GPGQ--TFYAT---GSIVG-NIRQAHCNVNRAEWNNTLKEVANQLRT---HFG-NNTT---IIFA--SSSGGDPK-- 
mb6981-a1   -LLNGSLAEGE-IIIRSGNITNNAKNIIVQLAKP--VIINCIRP-NNNT-RRSVHM--GPGQ--AFYAT---GEIIG-NIRQAHCNVSRAEWNETLEEVAKQLRR---HFN-NKT----IIFE--NSTGGDLEIT 
mb6984-a1   ---NGSLAEKE-VMIRSENITNNVKNIIVQFTEP--VKINCTRP-NNNT-RKSVHI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSGAKWNEALEKVANQLRT---YFE-NKT----IIFA--NSTGGDLEIT 
mb7032-a1   --LNGSLAEKE-VKIRSENITNNAKIIIVQLNQS--VEINCTRP-SNNT-RKSIRI--GPGQ--AFYAT---D-IIG-DIRQAHCNVSKGKWNEALRQVAGQLRE---HFV-NKT----IIFN--QSSGGDLEST 
mb7035-a3   -----SLAEEQ-VMIRSENITNNAKNILVQLKNP--VQINCTRP-GNNT-RTSTRI--GPGQ--AFYAT---GDITG-DTRKAYCNVSRARWNETLGEVAHQLRE---HFG-NQT----IIFT--KPQGGDPRNY 
mb9005-a1   ---------------RSENITNNAKNIILQLTKP--VKINCTKP-NNNT-RTSIRI--GPGQ--TFYA----GNIIG-DIRQAYCNVSKTKWNETLKQVPTQLRQ---YFN-NKN----IIFT--LSGRGSKSMB 
mb9008-a1   LLLNGSLAESK-VMIRSENITNNIKNIIVQLTEP--VQINCTRP-NNNT-RTSVSI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSEAAWEKTLQEVANQLRT---YFW-NKT----IIFA--NPTGENLEIT 
 
 
Consensus C LLLNGSlAEEE.IIIRSENLTNNVKTIIVHLNES..VEIVCTRP.NNNT.RKSIRI..GPGQ..TFYAT...GDIIG.DIRQAHCNISKDKWNETLQRVGKKLAE...HFP.NKT....IKFA..PSSGGDLEIT 
mb6536-c    -LLNGSLAEEE-IIIRSENLTDNAKTIIVHLKDP--VGINCIRP-NNNT-RESIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNINKTQWDKTLNEVSEKLTK---HSP-NKI----INFA--RSLRRDPEIT 
mb6564-c    LLLNGRLGAED-IRIRSENLTDNVKTIIVHLNES--VRIVCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--VFYAN---NKIIG-DIRQAHCNISEKDWTTTLQRVSKKLEE---HFP-NKT----MPFN----------- 
mb6568-c    -LLNGSLAEGE-MIIRSENLTNNAKTIIVHLNQS--VEIVCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--AFYAN---D-IIG-DIRQAHCSIDEGKWNETLQGVGRKLAE---HFP-NRT----IRFN--ESSGGDLEL- 
mb6576-c    ---NGSLAEEE-IVIRSEDMTNSAKTIIVHLNES--VEIECTRP-SNNT-RKSVRI--GPGQ--TFYAT---GGIIG-NIRQAHCNISVQKWNNTLEGVKEQLRK---HFP-SKT----IEFA--PASGGDLEIT 
mb6582-c    LLLNGSLAEED-IIIRSVNLTDNAKTIIVHLNRS--VEIMCIRT-GNNT-RKSVRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRKAYCNISESKWNKTLLEVSKKLRE---KFP-NKT----IQFN----------- 
mb6583-c    ---------------------KNAKTIIVHLNES--VEIVCIRP-GNNT-RRSMRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNITGSKWNETLQGVVKKLQE---HFP-NRN----ISFA--PHSGGDLEIT 
mb6584-c    FLLNGSLAEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVHLNES--VEINCTRP-NNNT-RKSVRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISKSKWNETLIRVKGKLKE---HFP-K-N----ITFQ--PSSGGDLEIT 
mb6663-c    ----GSLAEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVHLNES--IPIVCVRP-NNNT-R-SIGI--GPGK--AFFAT---GDIIG-DIRQAYCNIS-QDWNRTLQMVSKKLGE---HFP-GKT----IRFN--SSSGGDLEIT 
mb6666-c    ---NGSLAEEE-IIIRSENLTNNAKIIIVHLNES--IQITCTRP-NNNT-RKSMRI--GPGQ--TFYAT---GEIIG-DIRQAHCNISESKWNTTLQKVGEKLRE---HFP-NKT----IKFQ--QTSGGELENT 
mb6734-c    -LLNGSLAKGE-IIIRSENLTDNAKTIIVQLKEP--VEIVCTRP-NNNT-RKSMRIGIGRGQ--TFYAT---GKVIG-NIRQAHCNISEKTWNKTLQQVGKKLQG---HFP-NKT----IKFT--NSSGGDIEIT 
mb6736-c    -LLNGSLAEEE-TIIRSENITDNVKTIIVQLKNP--VEINCTRP-NNNT-RESIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-NIRQAYCTINRTKWNETLQDVSQQLAE---HFH-NKT----IRFE--PTSGGDLEIT 
mb6777-c    -------AEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVHLNES--VEIVCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-NIRQAHCNISEKGWNKTLQRVREKLQE---HFP-NKT----INFA--PHSGGDPEIT 
mb6789-c    LLLNGSLAEEE-IIIRSEDLRDNVKTIIVHLDES--VEIDCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GEIIG-DPRQAYCNISGDKWDATLQRVREKLKE---LFP-TKT----IQFN--HPLGGDIAIT 
mb6790-c    ---NGSLAEEE-IIIRSENLTNNVKTIIVHLNES--VEIMCIRP-GNNT-RRSMRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNINGSKWNETLQKVGKKLRE---HFS-NKT----IKFQ--PHSGGDLEIT 
mb6792-c    LLLNGSLAKE--IIVRSENLTDNGKTIIVHLNES--VEIVCTRP-NNNT-RKSMRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAYCNINGSEWNTTVQRVSEKLKE---HFP-NKT----ITFE--PSSGGD---- 
mb6793-c    ----GSLAEGE-IIIRSEDLTNNAKTIIVHLNES--VEINCTRP-SNNT-RKGIGI--GPGQ--TFYAT---EMIIG-DIRQAHCNISKGAWNKTLERVMEKLRK---HFP-NKT----IQFK--PSSGGDLEIT 
mb6832-c    LLLNGSLAEEQ-VKIRSENITNNAKNILVQLKDP--VKINCTRP-NNNT-RKSVHI--GPGQ--AFYAT---GEITG-DIRQAHCNVSRADWNKTLKEVATQLRA---HFG-NKQ----I--------------- 
mb6834-c    LLLNGSLAEGE-IIIRSENLTNNIKTIIVHLNES--VGITCTRP-NNNT-RQSVRI--GPGQ--TFYAT---NGIIG-DIRQAYCNISSTQWNATLKRVKKKLGE---LFP-NKT----ISF------------ 
mb6835-c    ----GSLAEEE-IIIRSENLTDNVKTIIVHLNES--VEIVCIRP-GNNT-RRSVRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISEQAWNKTLHMVGKKLQE---HFP-NKT----ISFK--SSSGGDLEIT 
mb6848-c    --------EGE-IIIRSENLTNNVKTIIVHLNEP--VEIECVRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--SFYAT---GDIIG-NIRQAHCNISKANWTDTLQRVGKKLKG---YFN--ST----IGFE--PSSGGDLEIT 
mb6876-c    --------------IRSANLSDNVKTIIVHLNKP--VTINCTRP-SNNT-RKSMRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-NIRQAHCNISGSEWSKTLQEVGKKLGE---HFQ-NKT----IKFQ--PSSGGDLKIT 
mb6884-c    ----GSLAGEE-IIIRSENITNNVKTIIVHLNES--IQINCTRL-GNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-NIRKAYCTINTGQWNKTLQRVSEKLRE---HFP-NKT----IKFA--PASGGDLEIT 
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mb6959-c    ---NGRLAEGD-IIIRSENLTNNVKTIIVHLNES--IEINCTRP-NNNT-RQSIRI--GPGQ--AFCAT---GEIIG-DIRQAHCNISEYTWNKTLQNVRRKLLE---HFP-NKT----IAFK--PSSGGDLEIV 
mb6960-c    ---------KE-NNIRSENLTNNVKTIIVHLNES--VQINCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--VFYAN---N-IIG-DIRQAYCNISGKRWNETLQRVEKKLQD---HFP-DKT----IKFA--PHSGGDLKIT 
mb6977-c    ----GSLAEGE-IIIRSENLTDNAKTIIVHLNES--VKINCTKP-SNNT-RKSIGI--GPGQ--AFFAT---GDIIG-DIRQAHCNISRTKWNKTLERVSEKLKK---HFP-NKT----IIFQPQPSSGGD--- 
mb6978-c    ---NGSLAEGE-IIIRSENLTDNIKTIIVHLNES--VEINCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--AFYAT----DIIG-DIRQAYCNISEAKWNQTLQRVSKKLEE---YFP-DKP----IGFE--PSSGGDLEIT 
mb6982-c    ----GSLAEGD-IIIRSENLTSNTKTIIVHLNES--VEIVCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GEIIG-DIRQAHCNITKGNWNRTLQMVGKKLEE---HFP-NKT----ITFQ--PSSGGDLEIT 
mb6983-c    ----------G-IIIRSENLTNNVKIIIVHFNDS--VEITCTRP-NNNT-RKSVRI--GPGQ--TFYAT---GEIIG-DIRKAHCNISEDKWKTALQRVEEKLKE---YFP-NKT----IEFK--PPSGGDLEIT 
mb7033-c    -------AEGE-MIIRSENLTDNAKTIIVHLNES--VQIVCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--AFFAY---NGIIG-DIREAHCNISKGAWNETLQRVGKRLEE---LFP-EKT----ITFE--SSSGGDLE-- 
mb7034-c    -LVNGSLAEEE-IIIRSENLTNNVKTIIVHLNES--VEIMCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYA----NDIIG-DIRQAYCNVSEREWTRTLQKVGKKLAE---HFP-NKT----IRFN--HSSGGDLEIT 
mb7036-c    ---NGSLAEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVHFNES--VEIKCVRP-NNNT-RKSMRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISERKWNETLQRVGRKLQE---HFP-NKT----IKFE--P--------- 
mb7051-c    LLLNGSLAEEE-IIIRSENLTDNVKTIIVHLNES--VEIVCTRP-NNNT-RKSVRI--GPGQ--TFYAT---NDIIG-DIRQAHCNISKDRWSRTLHKVGRKLSE---HFP-NKN----MTFN--HSSGGD---- 
mb7052-c    -------------IIRSENLTQNAGTIIVHLNES--VEIECTRP-NYNT-RRRIRI--GPGR--AFYTT---GAIIG-NIRQARCNISEGKWNKILQEVGKTLAK---HFP-NKI----IKFT--QHSGGDPEIT 
mb7054-c    -LVNGSLAEED-IIIRSENLTENADTIIVHLNES--VEIECTRP-NNNT-RRGIGI--GPGR--TFYTT---GAIIG-DIRQAHCNISEGKWNKILQGVGKTLAK---HFP-NKT----IKFT--QHSGGDPELT 
mb7055-c    PLLNGSLAEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVQLTVP--VEITCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISEMKWNETLQDVGKELAK---RFP-NKT----IKFT--RSSGG----- 
mb9001-c    ---NGSIAGTE-IIIRSENLTDNAKTIIVHLNES--VEITCTRP-GNNT-RRSVRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAYCNISETKWNETLQRVSGKLKE---HFP-NRN----ISFA--P--------- 
mb9002-c    ------LARRQ-IIIRSENLANNVKTIIVHLKTP--VEINCTRP-NNNT-RKSMRI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNIRTTTAWNQTLREVSEELAE--HFP-NKT----IEFA--PHSGGDIEIT 
mb9004-c    -----SLAEGE-IIIRSENLTNNVKTIIVHFNES--VEITCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAYCNISGEQWNRTLQRVEKKLKE---HFP-NKT----IQFD--QPSGGDLEIT 
mb9006-c    LLLNGSLAEEE-IIIRSENLTNNVKTIIVHLNES--VEIVCTRP-GNNT-RRSMRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISEDNWNETLQGVSRKLKE---HFP-NST---RIRFA--PSSGGDLEIT 
mb9008-c    LLLNGSLAESK-VMIRSENITNNIKNIIVQLTEP--VQINCTRP-NNNT-RTSVSI--GPGQ--AFYAT---GDIIG-DIRQAHCNVSEAAWEKTLQEVANQLRT---YFW-NKT----IIFA--NPTGENLEIT 
mb9009-c    LLLNGSLAGGE-IIIRSENLTDSVKTIIVHLNKS--VEIVCTRP-NNNT-RKSVRI--GPGQ--TIYAT---GDIIG-NIRQAHCNITKKDWNETLQGVREKLEK---HYH-RD-----IKFV--PPAGGDLEIT 
mb9010-c    LLLNGSLAEGE-IIIRSENLENNVKTIIVHLKES--VEIVCTRP-GNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAYCNINRTTWNETLQKVGEKLQE---HFN-KTT-------------------- 
mb9011-c    LLLNGSLAEKE-IIIRSENLTNNAKIIIVHLNES--VEIVCTRP-NNNT-RKSTRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISEEAWNKTLQKVGKKLQE---RFP-NKT----MRFA--PSSGGD---- 
mb9012-c    -------------IISSENLTNNAKTIIVHLNKS--VEIECVRP-SNNT-RKSIRL--GPGQ--AFYAT---NEIIG-DIRQAHCNISEKDWNETLDLVRKKFKE---LFP-NKT----IKFN--QYLRRGFRNC 
mb9013-c    LSVNGSLAEED-IIIKSENLTNSIKTIIVSLNES--VEIICTRP-SNNT-RKSIRI--GPGQ--TFFAT---GDIIG-DIREAHCNISEGKWNKTLQRVVKKLEE---RFP-NKI----IKFA--PHAGGDLEIT 
mb9014-c    ---YGSLAEEE-IIIRSGNLTDNVKTIIVHLNES--VEIVCVRP-GNNT-RESVRI--GPGQ--TFFAT---GDIIG-DIRQAYCNINESAWNRTLQKVVKKLQE---HFP-NKN----IKFE--PPSGGDLEIT 
mb9015-c    -----SLAKE--IVIRSENLTSNTKTIIVQLNET--VQINCTRP-NNNT-RESIRI--GPGQ--TFFAT---GDIIG-DIRQAHCNISREAWNKTLYRVIDKLKQ---HLP-NKT----IDFR--NHSGGDLEIT 
 
                    
Consensus D LLLNGSLAEEE-IIIRSENLTNNAKIIIVQLNES..VTINCTRP.YNNT.RQRTHI..GPGQ..ALYTT....RIIG.DIRQAHCNISGAEWNKTLQQVAKKLGD...LL..NKT...TIIFK..PSSGGDPEIT 
mb 2975-d3  ----GSLAEGG-IVIRSENLTNNAKIIIVQLNQS--VTINCTRP-YQNR-RQTTSI--GQGQ--SLYTM-RGTEKSG-WTGQAHCNVSGTEWNNTLQQVAKPLRD---LL--NTT---EIIFE--PFLGGDPEIT 
mb 6675-d1  ---YGSLAEEE-IIIRSENITNNAKIIIVQLKEP--MTITCVRP-YNNT-RKGEHI--GPGR--ALFTE----KITG-DIRQAHCNISGAKWNNTLQQVARKLRD---LL--NLT---EINLQ--PSSGGDPEIT 
mb 6806-d1  LLLNGSLAEEE-IIIRSENLTNNAKTIIVHLNET--VNIICARP-YNNT-RRGVHI--GPGQ--AYYTT----NIVG-DIRQAPCNISGAAWNKTLQQVATTLGD---LL--NKT---TILFR--PPSGGEATSG 
mb 6836-d3  LLLNGSLAEEE-IIIRSENLTDNSKNIIVQLNES--VAITCARP-YKTR-RKYTYMGLGKGK--AYYTT----QIEG-NIKRAYCNISEAGWNKTLQQVVKKLRD---LL--NIT---TIIFK--PSSGGTPE-- 
mb 6853-d2  --CNGSLAEKE-IIVRSENLTNNAKTIIVQLNES--VTINCTRP-NNNT-RKSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISGTGWNKTLQQVAKKLGD---LL--NQT-------------------- 
mb 6882-d1  LLLNGSLAEEE-IIIRSENITNNAKIIIVQLNES--VTINCTRP-NNNT-RQGTHI--GPGR--TIWTT----SVIG-DIRQAYCNISGEGWNKTLQQVANKLGA---LL--NKT---TIDFR--PSSGGDP--- 
mb 6883-d1  ----GSLAEGE-IIIRSGNLTSNSKNIIVQLNES--VTINCTRP-YK---RKGINM--GSGE--AYYTS----KIIG-DIRKAHCTINGTEWNTTLQQVAKKLR----LL--NIT---KIIFN--SSSGGRPRNP 
mb 6950-d2  ------------IIIRSENLTNNAKIIIVQLNDS--VTINCTRP-NNNT-RTSIGI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISGTKWNNTLQRVAEKLRD---LL--NTT---TIIFK--PSSGGDPEIT 
mb 6953-d2  -------INEY-SLKRSENLTDNAKTIIVQLNES--VTINCTRP-NNNT-RRSIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIREAHCNISRTEWNKTLQQVATKLRD---LF--NQT---TIIFK--PSSGGDPRNY 
mb 6954-d1  LLLNGSLAEEE-IIIRSDNITNNAKIIIVQLNKS--VTINCTRP-NNNT-RQSIRI--GPGQ--TFYTT----KIIG-DIRKAHCNISGIEWNNTLQQVANKLRN---LL--NLT---TIIFK--PPSGGDPEIT 
mb 6955-d1  ---------------RSENLTNNAKNIIVQLNES--VAINCTRP-YNNT-RQSTHI--GPGQ--ALYST----EIIG-DIRQAHCNISEAAWNKTLQQVAEKLRD---LL--NKT---TINFK--PSSGGDPEIT 
mb 6958-d1  ---NGSFAEGE-IIIRSENLTNNVKTIIVQLNKS--VNITCTRP-NNNT-RKGIHI--GPGQ--AFFTT---ERIIG-DIRQAHCNISEIEWNNTLQQVAKKLGD---LL--NKT---TIIFR--PSSGGDPEN- 
mb 6961-d2  --------GGD-IVVGYENLTDNAKTIIVQLNES--VTINCMRP-NNNT-RKGIRI--GPGQ--TFYAT---GDIIG-DIRQAHCNISGTNWNTTLHQVATQLRD---LF--SCT---GNITD--KIIFRPH--- 
 
 
Consensus G LLLNGSLAEEE.IMIRSENFTDNAKVIIVQLNKS..IEINCTRP.NNNT.RKSIFT..GPGQ..AFYAT...GDIIG.DIRQAHCNVSRTKWNQMLQNVKAQLRK...IY..NKT....ITFN..SSAGGDLEIT 
mb 6729-g   -LVNGSLAEGE-VIIRSKNITDNAQTIIVQLNKT--VAITCVRP-DNNT-RKSIPI--GPGQ--VIYAT---GEIIG-NIRQAHCNISKADWDNTLNKVAVKLRG---YF--NKT----INFT--SASSGDLEIM 
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Bei 14 Proben ( 16.3% ) mußte eine zweite Versuchsreihe von neuem gestartet werden, da 
nach dem ersten abgeschlossenen Amplifizierungsversuch nur schwache Banden zu sehen 
waren. Das Probenmaterial von weiteren 5 Patienten ( 5.8% ) mußte außerdem - wie in 3.1.2. 
beschrieben - mit anderen Primern ( in 2 Fällen ) bzw. auch mit einer anderen Polymerase ( in 
3 Fällen ) bearbeitet werden, damit ausreichend Material für die Sequenzierung erhältlich 
wurde. 
 
Die Nukleotid-Sequenz-Analyse des C2-C3-Abschnittes ergab für die 86 Proben die in 
Abbildung 25 gezeigten Aminosäure-Abfolgen, die hier im Vergleich zu je einer globalen 
Konsensus-Sequenz für den entsprechenden Subtyp [Myers1995] angeordnet sind. Die 
Verteilung ergab 25 Proben vom Genotyp A ( 29% ), 47 vom Genotyp C ( 55% ), 13 vom 
Genotyp D      ( 15% ) und 1 Probe, die dem Genotyp G entspricht ( 1% ). 
 
3. Genotypisierung mittels HMA 
 
 Der Heteroduplex Mobility Assay wurde an 22 ( 25,6% ) zufällig ausgewählten 
Proben durchgeführt, wobei pro Lauf zwei Proben bearbeitet werden konnten. In 5 Fällen 
konnte keine DNA-Bande abgelesen werden, bei den übrigen 17 Patientenproben waren die 
Ergebnisse sehr deutlich abzugrenzen. 6 Proben wurden demnach als Subtyp A, 6 Proben als 
Subtyp C und 4 Proben als Subtyp D identifiziert ( Abbildung 26 ). Hierbei ergab die 
Genotypisierung im Vergleich mit der DNA-Sequenzierung eine Konkordanz von 100%. Die 
Probe mb6839 wurde zufällig zweimal ausgewählt, wobei das Sequenzierungsergebnis           
( Subtyp A ) beide Male mit dem HMA-Verfahren bestätigt werden konnte. 
 
 
  Subtyp A   Subtyp C   Subtyp D 
  mb6567   mb6777   mb2975 
  mb6737   mb7034   mb6883 
  mb6738   mb7036   mb6954 
  mb6771   mb7052   mb6955 
  mb6839 2x   mb9001 
  mb6981   mb9010 
 
 
Abb.26: Ergebnis der HMA-Genotypisierung  
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4. Ergebnisse der serologischen Analysen 
 
 Über die Prävalenzen der serologischen Subtypen entsprechend den Ergebnissen der 
vier unterschiedlichen ELISAs gibt die Tabelle 3 einen Überblick.  
 
Tabelle 3: Ergebnisse der serologischen Untersuchungen  
 
HIV-1-Genotyp A  ( n=25 ) C  ( n=47 ) D  ( n= 13 ) G  ( n=1 ) 
     
Ergebnisse der 
serologischen 
Tests 
    
 
 
 
 
BEH-ELISA 
n=86 
 
A     12 48%
B      1 
C      9 
D      1 
E      1 
nb     1 
total 25     
 
C     24 51% 
A     10 
B      3 
D      1 
E      7° 
nb     2 
total 47 
 
 
D      4 31% 
A      3 
B      - 
C      5 
E      - 
nb     1 
total 13 
 
G      0 
C      1 
 
 
 
 
total  1 
 
 
 
ICSM-ELISA 
n=83 
 
A     10 42%
B      - 
C     11 
D      2 
E      - 
nb     1 
total 25 
 
 
C     43 96% 
A      - 
B      - 
D      - 
E      - 
nb     2 
total 45 
 
D      2 17% 
A      3 
B      2* 
C      3 
E      - 
nb     2 
total 12 
 
G      0 
C      1 
 
 
 
 
total  1 
 
 
 
GSH-ELISA 
n=83 
 
A     10 40%
B      - 
C     15 
D      - 
E      - 
nb     - 
total 25 
 
             
C     40 91% 
A      1 
B      - 
D      1 
E      1° 
nb     1 
total 44 
 
D      4 31% 
A      2 
B      - 
C      6 
E      - 
nb     1 
total 13 
 
G      0 
C      1 
 
 
 
 
total 1 
 
 
 
UFR-ELISA 
n=84 
 
A     11 44%
B      - 
C     14 
D      - 
E      - 
nb     - 
total 25 
 
 
C     43 96% 
A      2 
B      -  
D      - 
E      - 
nb     - 
total 45 
 
D      2 15% 
A      2 
B      4* 
C      4 
E      - 
nb     1 
total 13 
 
G     0 
C     1 
 
 
 
 
total 1 
Abkürzung: nb = nicht bestimmbar. 
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*Proben, die mit dem B-Peptid reagierten, wurden als kreuzreaktive D-Serotypen gewertet. 
°Proben, die mit dem E-Peptid reagierten, wurden als kreuzreaktive C-Serotypen gewertet. 
 
 
Tabelle 4: Qualität der serologischen Tests 
Test BEH ICSM GSH UFR 
korrekt 
bestimmte 
47 von 86       
( 54,6% ) 
57 von 83       
( 68,7% )
55 von 83       
( 66,3% ) 
60 von 84       
( 71,4% )
Subtyp A     
Sensitivität 0,48 0,42 0,4 0,44 
Spezifität 0,79 0,95 0,93 0,93 
PWpos 0,48 0,77 0,71 0,73 
PWneg 0,79 0,8 0,79 0,8 
   
Subtyp C     
Sensitivität 0,51 (0,64) 0,96 0,91 (0,93) 0,96 
Spezifität 0,67 (0,62) 0,62 0,5  (0,5) 0,51 
PWpos 0,65 (0,67) 0,75 0,66 (0,66) 0,69 
PWneg 0,53 (0,59) 0,92 0,84 (0,88) 0,91 
   
Subtyp D     
Sensitivität 0,31 0,17 (0,33) 0,31 0,15 (0,46)
Spezifität 0,97 0,97 (0,97) 0,99 1    (1)
PWpos 0,67 0,5  (0,67) 0,8 1    (1)
PWneg 0,89 0,87 (0,89) 0,89 0,87 (0,91)
   
 
*Gesamtzahl unter Berücksichtigung der Kreuzreaktionen - die hierdurch veränderten Werte 
der berechneten Größen sind in Klammern angegeben. Fett gedruckt sich die jeweils besten 
Ergebnisse. Abkürzungen: PWpos = positiver prädiktiver Wert; PWneg = negativer 
prädiktiver Wert. 
 
 
 
              Von allen 4 untersuchten Tests schnitt der UFR mit 71,4% richtig charakterisierten 
Proben am besten ab. An zweiter Stelle rangierte der Test aus dem ICSM vor dem Test des 
GSH und dem ELISA von Behring. Insgesamt war eine starke Kreuzreaktivität zwischen 
Subtyp A und C zu beobachten. Zwar war die Sensitivität für Subtyp C generell sehr hoch, 
jedoch wurden zuviele A-Subtypen auch als C bestimmt ( geringe Spezifität ). Für Subtyp A 
stellte sich das Problem genau anders herum dar; die meisten Tests waren, wenn sie Subtyp A 
feststellten, richtig ( hohe Spezifität ), aber übersahen bis zu 60% aller A-Subtypen ( geringe 
Sensivität ). Die Bestimmung von Subtyp D lag mit einer Sensivität von unter einem Drittel 
aller Proben sogar noch unter diesem Wert ( siehe auch Tabelle 4 ). Jedoch war hier die 
höchste Spezifität für alle Tests. Da alle 4 Tests die fünf Subtypen A-E nachweisen konnten, 
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gab es auch einige Fehlbestimmungen mit Subtyp B. Hier ist bekannt, daß Subtyp B und D 
genetisch sehr nahe verwand sind und sich serologisch häufig kaum unterscheiden lassen. 
Auch besteht eine serologische Ähnlichkeit zwischen Subtyp C und E. Hier kam es ebenfalls 
zu einigen falsch-positiven Ergebnissen.   
 
Die Probe mb6729, die bei der Sequenzierung den Subtyp G ergab, wurde in den 
serologischen Tests, die alle nur über die Peptide A bis E verfügten, übereinstimmend als 
Subtyp C klassifiziert ( siehe Abbildung 27 ). Die Probe mb6836 zeigte in allen vier ELISAs 
keinerlei Reaktivität, obwohl der HIV-Schnelltest positiv ausfiel. 
 
 
  Consensus G  CTRPNNNTRKSIFT--GPGQ--AFYAT--GDIIGDIRQAHC 
                .*..*.......**--....--**...--.*...*...... 
  mb6729-g     CVRPDNNTRKSIPI--GPGQ--VIYAT--GEIIGNIRQAHC 
                .*..*.......*.--....--**...--.*...*...... 
  Consensus C  CTRPNNNTRKSIRI--GPGQ--TFYAT--GDIIGDIRQAHC 
 
 
Abb.27: Klassifizierung des Genotyps G als serologischer Subtyp C. 
 
4.1. BEH-ELISA 
  
 Obwohl alle 86 Proben mit dem BEH V3-Peptid-ELISA bearbeitet wurden, lieferte 
der Test bei 4 Proben während der optischen Dichtemessung kein Ergebnis und erlaubte somit 
nur in 95.3% der Fälle eine Klassifizierung in Subtypen. In über 50% des getesteten 
Patientenmaterials ließ sich eine beträchtliche Kreuzreaktivität mit dem Peptid des Subtyps E 
( 9,3% ) beobachten. Am stärksten ausgeprägt war diese zwischen C- und E-Peptiden. 
Weiterhin bestand Kreuzreaktivität aber auch zwischen den Subtypen A / E und A / B.  
 
Dieses Testverhalten mußte bei der Interpretation der Ergebnisse gesondert berücksichtigt 
werden. Dazu wurde bei Kreuzreaktivität zweier Peptide mit einer Differenz von weniger als 
25% zwischen dem höchsten und dem zweithöchsten Wert der optischen Dichte 
folgendermaßen vorgegangen: 100% Reaktivität mit dem A-Peptid  und über 75% desselben 
Wertes beim B-Peptid wurde als Serotyp A definiert ( A / b = A ). 100% Reaktivität mit 
Peptid B und eine über 75%ige Reaktivität mit dem A-Peptid wurde ebenfalls als Serotyp A 
definiert ( B / a = A ). Diesem Beispiel entsprechend wurden Proben mit anderen 
Kreuzreaktionen folgendermaßen beurteilt: A / e = A, E / a = A, C / e = C und E / c = C. 
 58
 
Betrug die Kreuzreaktivität mit anderen Peptiden weniger als 75% des höchsten  
Dichtewertes, so wurde sie vernachlässigt.  
 
Ohne diese Korrektur hätte bei dem ELISA von BEH die Prävalenz von Subtyp E mindestens 
45% betragen. Der BEH-ELISA zeigt im Durchschnitt die niedrigste Sensitivität für die 
Subtypen C und D, wohingegen die Sensitivität für A mit 48% im Vergleich mit allen anderen 
verwendeten serologischen Tests am höchsten war. Die Subtyp C-Erkennung lag jedoch 
zugunsten einer Subtyp A-Überschätzung weit unter den Werten aller übrigen ELISAs. Unter 
Berücksichtigung aller Kreuzreaktivitäten und nach Optimierung des Tests konnten 47 Proben            
( 54.6% ) richtig klassifiziert werden. 
 
4.2. ICSM-ELISA 
 
 83 der 86 Patientenproben aus Tansania wurden mit dem V3 Peptid-ELISA des ICSM 
getestet, wobei es bei 5 Proben ( 6% ) zu keinem Ergebnis kam. Bei diesem Test erhärteten 
sich im Vergleich zu der Nukleinsäuresequenzierung vor allem die zwei folgenden Probleme:  
 
Zum einen wurden 44% der A-Subtypen als C mißgedeutet, und zum anderen war die 
Sensitivität für Subtyp D mit 17% sehr niedrig. In 5 Fällen ( 6% ) zeigte sich eine starke 
Kreuzreaktivität sowohl mit den Peptiden von C als auch von Subtyp E. Da aber bei der 
Auswertung der Untersuchungsergebnisse aller vier ELISAs die Kreuzreaktionen zwischen C 
und E als Subtyp C und zwischen B und D als Subtyp D interpretiert wurden, konnten 57 
Proben dem mit der Genotypisierung übereinstimmenden Subtypen zugeordnet werden           
( 68.7% ). Von den vier im Rahmen dieser Studie verwendeten ELISAs hat der ICSM-Test 
die höchsten Vorhersagewerte für die Subtypen A ( 77% ) und C ( 75% ).  
      
4.3. GSH-ELISA 
 
 83 Patientenproben wurden mit dem GSH V3 Peptid-ELISA getestet, von dem 2 
Proben jedoch nicht klassifiziert werden konnten ( 2.4% ). Bei der Standard-Verdünnung von 
1:100 reagierten die meisten Plasmaproben nicht mit der erwarteten Intensität. Bei der 
niedrigeren Verdünnungsstufe von 1:10 waren die optischen Dichtewerte stark genug, um 
zwischen den einzelnen Subtypen unterscheiden zu können. Kreuzreaktivität, vor allem über 
90% des Maximalwerts, trat nur selten auf. Kam es aber zu Reaktionen zwischen A und C, 
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wurde im Sinne eines Subtyps A entschieden. Bei Kreuzreaktionen, die zwischen A- und D-
Peptiden vorkamen, wurde ein Subtyp D gewertet. Verglichen mit den Tests des ICSM und 
der UFR war dieser ELISA etwas weniger sensitiv für Subtyp C, dafür lag seine Sensitivität 
für D zusammen mit dem BEH-ELISA am höchsten ( 31% ). Nach den entsprechenden 
Korrekturen gemäß den beobachteten Kreuzreaktionen entsprachen hier 55 serologisch 
getestete Proben ihrem Genotyp ( 66.3% ). 
 
4.4. UFR-ELISA 
 
 Wegen niedriger Reaktivität konnte eine von 84 Proben ( 1.2% ) nicht durch den V3- 
Peptid-blockenden ELISA der UFR getestet werden. Außerdem bestanden Probleme bei der 
Unterscheidung zwischen Subtyp A und C ( Sensitivität für A 44%, für C 96% ). Die niedrige 
Sensitivität für Subtyp D ( 15% ) erinnert an den ICSM-ELISA.  
 
In diesem Test wurden allerdings die wenigsten Fälle von Kreuzreaktivität zwischen 
einzelnen Peptiden beobachtet, was dem Blockierungsprinzip zuzuschreiben sein dürfte. 60 
Proben ( 71.4% ) stimmten in serologisch erfaßtem Subtyp und Genotyp überein. Weiterhin 
erhielt man in diesem Test genau definierte Minimal- und Maximalwerte für jede Probe, was 
beim Vergleich einzelner Proben untereinander sehr hilfreich ist. 
 
4.5. Konkordanz der serologischen Untersuchungsmethoden 
 
 Nur bei 48% der getesteten Proben lieferten die 4 unterschiedlichen ELISAs 
übereinstimmende Ergebnisse. Die größten Unterschiede bestanden bei der Erkennung von 
Subtyp C, wobei der ELISA von Behring hier im Vergleich zu den anderen Tests, die mit 
Werten zwischen 91 und 96% etwa gleich sensitiv waren, mit einer Erkennungsrate von 51% 
weit zurückfiel. Der BEH-Test war aber wie auch der ELISA des GSH mit 31% erfolgreicher 
bei der D-Subtypisierung als die anderen Tests mit 15-17%. Läßt man den Test von Behring 
außer Acht, dann ergibt sich für die ELISAs von ICSM, UFR und GSH eine Konkordanz von 
76%; die Methoden des ICSM und der UFR erzielen in 87% der Fälle eine Übereinstimmung 
in den Ergebnissen. Damit ergibt sich keine signifikante Steigerung des Vorhersagewertes der 
serologischen Subtypisierung bezogen auf die Genotypisierung, wenn parallel zwei 
unterschiedliche ELISAs angewendet werden. 
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5. Gründe für die unterschiedlichen Ergebnisse von serologischer und genetischer         
     Subtypisierung 
 
 Die oben dargelegten Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden zur Subtypisierung 
von HIV fallen zum Teil durch erhebliche Abweichungen auf. Diese bestehen sowohl 
zwischen den Resultaten der serologischen und genotypisierenden Untersuchungen, als auch 
unter den einzelnen ELISAs. Cheingsong-Popov und ihre Arbeitsgruppe veröffentlichte nach 
Ende der Laborarbeiten zu dieser Studie eine Untersuchung, die das Ergebnis dreier 
unterschiedlicher serologischer Tests miteinander verglich. Zwei der dabei verwandten 
ELISAs ( ICSM und UFR ) wurden auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Um so 
interessanter erscheint es, daß Cheingsong-Popov im Ergebnisteil darlegt, daß die drei Tests 
trotz der unterschiedlichen Peptide und Methoden, die zur Bearbeitung nötig sind, einen 
„hohen Grad an ähnlichen Ergebnissen“ zeigten [32]. Verschiedene Aspekte, die zu den hier 
gewonnenen Ergebnissen führen, soll im folgenden die Frage beantworten, ob die 
voneinander abweichenden Werte der verwandten ELISAs die Auswirkung eines niedrigen 
Vorhersagewerts der benutzten V3-loop Aminosäure-Sequenzen sein könnten. Andererseits 
könnte die niedrige Konkordanz beispielsweise auch in nicht korrekter Reaktivität der 
einzelnen Tests begründet liegen. 
 
Zur Festlegung des genetischen Subtyps wurden in dieser Studie Teilabschnitte aus dem env-
Gen von HIV-1 mit einer Länge von ungefähr 350 Basenpaaren unter Verwendung der 
Nukleinsäure-Sequenzanalyse herangezogen. Im Vergleich hierzu ist die Subtypisierung 
mittels serologischer Methoden von einem wesentlich kleineren Genomabschnitt abhängig, 
der, entsprechend dem jeweils verwandten ELISA, bei rund 40 bis 100 Basenpaaren liegt. 
Einzelne ausgetauschte Aminosäuren können in diesem kleineren Ausschnitt signifikante 
Auswirkungen auf die Antigenität des Peptids haben, während Aminosäureänderungen in 
einem mindestens dreifach größerem Teilstück unter Umständen überhaupt keine Relevanz 
für die Subtypenbestimmung haben. 
 
In diesem Zusammenhang ist es wichtig, daß die Genotypisierung mit dem Tripel-
Nukleinsäurecode arbeitet, der detailliertere Informationen trägt und insgesamt größere 
Variationsmöglichkeiten innerhalb eines Subtyps für sich offenhält. Die im Vergleich hierzu 
über die Abfolge von Aminosäuren festgelegte V3-Serotypisierung bietet weitaus weniger 
Spielraum.  
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Bei den Proben, die von allen vier ELISAs fehlgedeutet wurden ( n=16 ), fiel auf, daß es sich 
in keinem Fall um Proben der genetischen Gruppe C handelte. Es zeigte sich, daß es bei A- 
und D-Subtypen in der V3-loop-Region nicht die entsprechende Konsensus-Sequenz des 
jeweiligen Subtyps exprimiert wird. Anstatt dessen ähnelt die Nukleinsäureabfolge in diesem 
Bereich einem anderen genetischem Subtyp ( meist C ), was sich auf das Ergebnis der 
serologischen Untersuchungen entsprechend auswirkte. Erst in periphereren Genomanteilen 
entsprach die Aminosäurenabfolge wieder dem typischen Bild der Konsensus-Sequenz für 
den jeweiligen Genotyp ( Beispiel in Abbildung 28 ). 
 
    
                                                         
               |               1.Teil: spezifischer für Subtyp D             | | V3-loop: spezifischer für C                  
     Consensus C  GSLAEEEIIIRSENLTNNVKTIIVHLNESVEIV CTRPNNNTRKSIRIGPGQ 
                   *   *   *        *     *     * *            
     mb6853       GSLAEKEIIVRSENLTNNAKTIIVQLNESVTIN CTRPNNNTRKSIRIGPGQ 
                       *   *          *                 *    **** 
     Consensus D  GSLAEEEIIIRSENLTNNAKIIIVQLNESVTIN CTRPYNNTRQRTHIGPGQ  
 
 
                                                       V3-loop        | |     3. Teil: spezifischer für Subtyp D                                                  
     Consensus C  TFYATGDIIGDIRQAHC NISKDKWNETLQRVGKKLAEHFPNKT 
                                       ***  *   * *   ***** 
     mb6853       TFYATGDIIGDIRQAHC NISGTGWNKTLQQVAKKLGDLL-NQT 
                  ** * **               **                  * 
     Consensus D  ALYTT-RIIGDIRQAHC NISGAEWNKTLQQVAKKLGDLL-NKT 
 
 ( * kennzeichnet Aminosäuren, die nicht mit der jeweiligen Konsensussequenz übereinstimmen) 
Abb. 28: Mosaikstruktur der Probe mb6853.  
 
 
In dieser Mosaik-Struktur innerhalb des env-Gens liegt die Erklärung für die großen 
Diskrepanzen zwischen serologischer und genetischer Subtypisierung. Um diesen Hinweis 
weiter zu evaluieren, wurde in einem nächsten Schritt die V3-loop-Aminosäuresequenz jeder 
Probe mit den im ELISA verwendeten Peptiden verglichen, um die Unstimmigkeit zwischen 
beiden beurteilen zu können. Exemplarisch bot sich hierfür der UFR-Test an, da er mit 30 
Aminosäuren die längsten Peptidketten nutzte und somit ein entsprechend größerer Ausblick 
auf die Relevanz der V3-loop-Aminosäuren für die serologische Analyse erzielt werden 
konnte. 
 
Alle 14 Proben, die genetisch dem Subtyp A zugehörig sind, im UFR-ELISA aber nicht als A 
erkannt worden waren, hatten eine V3-loop-Aminosäuresequenz, die am besten dem Subtyp-
C-Konsensus entsprach und wurden dadurch folgerichtig als Subtyp C klassifiziert. Selbiges 
gilt auch für die sechs nicht richtig erkannten Proben vom genetischen Subtyp D, die alle 
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atypische Subtyp-D-Sequenzen im V3-loop aufzeigten und daher entweder als A- oder C-
Subtyp verkannt wurden ( Abbildung 29 ). Durch die Analyse der vom Konsensus 
abweichenden Aminosäuren bei falsch zugewiesenen Proben konnten drei Aminosäure-
Positionen bestimmt werden, die für die Festlegung des serologischen Subtyps entscheidend 
sind. 
 
 
     
 Consensus A    CTRPNNNT-RKSVRIGPGQAFYAT--GDIIGDIRQAHC    UFR 
            V3-loop Position               1        5             10          15         20               25         30          35
 mb6567-a       .I......-.R........T....---.........Y. C 
 mb6657-a       ..K...DIK.TKIH....RS.I..RTDSGT.N..K.S. C 
 mb6678-a       ........-VGIG....KM...N.---N...N....Y. C 
 mb6737-a       ....G...-.RRI.....R..I..--NA.V..V.K... C 
 mb6771-a       ........-.T.I......T....---......K.... C 
 mb6774-a       ........-...M......T....--.E...N..E... C 
 mb6791-a       ........-..........S....--.A.......... C 
 mb6839-a       ........-.E.I...........--D-...N...... C 
 mb6847-a       ........-...I...........--............ C 
 mb6874-a       ....G...-...I......T...S--............ C 
 mb6937-a       ........-...I.......SF..--D-.......... C 
 mb7032-a       ....S...-...I...........--D-.......... C 
 mb7035-a       ....G...-.T.T...........--...T..T.K.Y. C 
 mb9005-a       ..K.....-...I......T...---.N........Y. C 
 
 
     
 Consensus D    CTRPYNNT-RQRTHIGPGQALYTT--RIIGDIRQAHC   
            V3-loop Position              1         5             10          15         20               25          30          
 mb6675-d       .V......-.KGEH....R..F.E--K.TG.......  C 
 mb6853-d       ....N...-.KSIR.....TF.A.-GD..........  C 
 mb6950-d       ....N...-.TSIG.....TF.A.-GD..........  C 
 mb6953-d       ....N...-.RSIR.....TF.A.-GD......E...  CA 
 mb6958-d       ....N...-.KGI.......FF..-E...........  A 
 mb6961-d       .M..N...-.KGIR.....TF.A.-GD..........  C 
 
 
 Consensus G    CTRPNNNT-RKSIFTGPGQAFYAT--GDIIGDIRQAHC 
 mb6729-g       .T..D...-....PI....VI...--.E...N...... C 
 
 
Abb. 29: Aminosäuren im V3-loop bei Proben, die vom UFR-ELISA  fehlinterpretiert 
wurden. 
 
5.1. Schlüssel-Aminosäuren zur serologischen Erkennung des HIV-1 Subtyps A 
  
 Unabhängig davon, welchem Genotyp der V3-loop-Antikörper in der jeweiligen 
Patientenprobe wirklich entspricht, reagiert eine Probe dann am stärksten mit dem Subtyp-A-
Peptid eines ELISAs, wenn folgende spezielle Aminosäure-Kombinationen vorliegen: Valin 
V an Position 12 in Kombination mit Histidin H an Position 13 im V3-loop. Außerdem führt 
eine dieser Aminosäuren  ( Valin oder Histidin ) in Verbindung mit Alanin A an Position 19  
in den häufigsten Fällen zu einer Klassifizierung als Subtyp A. Werden eng miteinander 
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verwandte Aminosäuren ausgetauscht ( wie beispielsweise das um ein Kohlenstoffatom 
reichere Leucin L anstatt Valin V an Position 12 ), so wird die Bindungsaffinität und somit 
auch das Testergebnis nicht relevant verändert ( Abbildung 30 ).  
 
  
 V3-loop-Position                   10              15             20                serologisches Ergebnis 
 Consensus A  RKSVRI-GPGQ-AFYAT BEH ICSM GSH UFR 
           
 mb6631-a     ..G.H.-....-..... A A A A 
 mb6703-a     ......-....-..... A A A A 
 mb6738-a     .R....-....-..... A A AC A 
 mb6746-a     .RGL..-...R-..F.M A A A A 
 mb6831-a     ....H.-....-..... B A A A 
 mb6837-a     .T.IH.-....-..... C A AC CA 
 mb6847-a     ...IH.-....-..... A A A C 
 mb6938-a     ..G.S.-....-..... A D C A 
 mb6979-a     IRG.H.-....-T.... - nt C A 
 mb6981-a     .R..HM-....-..... D A A A 
 mb6984-a     ....H.-....-..... - A A A 
 mb9008-a     .T..S.-....-..... A A C A 
  
 mb6806-d     .RG.H.-....-.Y.T. A A A AB 
 mb6958-d     ..GIH.-....-..FT. - A D A 
 
 
Abb. 30: Proben, die in den meisten ELISAs als Subtyp A klassifiziert wurden. 
 
Bei den in der vorliegenden Studie verwandten vier ELISAs zeigten die Tests der UFR            
( 100% ), des ICSM ( 92% ) und des GSH ( 83% ) die höchste Übereinstimmung zwischen 
der „richtigen Besetzung“ der oben genannten drei Aminosäure-Positionen und dem 
serologischen Ergebnis. Der geringere Vorhersagewert des BEH-ELISAs dürfte demnach in 
der Besetzung der Position 12 des A-Peptids mit Isoleucin I anstelle von Valin V  begründet 
liegen. 
 
 
5.2. Schlüssel-Aminosäuren zur serologischen Erkennung des HIV-1 Subtyps C 
 
 Analog zu den A-Subtypen wurden folgende drei Aminosäure-Kombinationen 
ermittelt, die für die Festlegung eines Subtyps C spezifisch sind: Isoleucin I an Position 12, 
Arginin R an Position 13 und Threonin T an Position 19 im V3-loop. In 19% der Subtyp C 
Sequenzen findet sich an Position 12 die schwefelhaltige Aminosäure Methionin M. Die 
Proben mit diesem Aminosäureaustausch wurden von nahezu allen ELISAs richtig 
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klassifiziert, so daß vermutet werden muß, daß mit Arginin R an Position 13 ein Methionin M 
anstatt Isoleucin I an zwölfter Stelle im V3-loop ohne Fehlklassifikation des Subtyps stehen 
kann ( Abbildung 31 ). 
 
  
 V3-loop-Position                  10                   15              20        serologisches Ergebnis 
 Consensus C  RKSIRI--GPGQ-TFYAT BEH ICSM GSH UFR 
 mb6568       ......--....-A...N C C C C 
 mb6583       .R.M..--....-..... C C C C 
 mb6663       .-..G.--...K-A.F.. C C C C 
 mb6666       ...M..--....-..... C C C C        
 mb6734       ...M..GI.R..-..... C C C C 
 mb6777       ......--....-..... A C C C  
 mb6789       ......--....-..... A C C C 
 mb6884       ......--....-..... A C C C 
 mb6959       .Q....--....-A.C.. C C C C 
 mb6983       ...V..--....-..... C C C C 
 mb7034       ......--....-....- CE C C C 
 mb9006       .R.M..--....-..... C C C C 
 mb9012       .....L--....-A.... C C C C 
 mb9013       ......--....-T.F.. C C C C 
 
 
Abb. 31: Proben, die in nahezu allen ELISAs richtig als Subtyp C klassifiziert wurden. 
 
Von 60 Proben mit jeweils einer entsprechenden Aminosäure an den benannten Positionen 
wurden vom UFR-ELISA 58 ( 97% ) richtig als Subtyp C klassifiziert. Der ICSM-Test und 
der GSH-Test brachten es auf 55 von 58 ( 95% ) respektive 51 von 57 ( 89% ). Im ELISA von 
Behring konnte ein solcher Zusammenhang zwischen der bestimmten Besetzung definierter 
V3-loop-Positionen und der richtigen Zuordnung des Subtyps nicht nachgewiesen werden; 
hier wurden 62% der Proben als Subtyp C klassifiziert, aber auch 25% als Subtyp A, 10% als 
Subtyp E und 3% als Subtyp B gewertet. 
 
5.3. Schlüssel-Aminosäuren zur serologischen Erkennung des HIV-1 Subtyps D 
 
 Von allen 86 Patientenproben zeigte nur eine ( mb6955 ) eine Aminosäurenabfolge, 
die der Subtyp D-Konsensussequenz im V3-loop sehr ähnlich war; diese Probe wurde von 
allen vier ELISAs korrekt als Subtyp D klassifiziert. Von zwei Tests wurden außerdem auch 
mb2975 und mb6954 richtig als Subtyp D erkannt ( siehe Abbildung 32 ). 
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 V3-loop-Position                  10                  15                   20              serologis hes Ergebnis 
 Consensus D  RQRTHI..GPGQ..ALYTT BEH ICSM GSH UFR 
    c
 mb2975-d     ..T.S.--.Q..--S...M nt - D D  
 mb6954-d     ..SIR.--....--TF... nt D AB D 
 
 mb6955-d     ..S...--....--...S. - D D D 
 
 mb6836-d     .KY.YMGL.K.K--.Y... nt nt nt nt 
 
 
Abb. 32 
 
Aufgrund der extrem hohen Heterogenität des Subtyp D-Genoms bereitete die richtige 
Klassifizierung insgesamt allen serologischen Tests erhebliche Schwierigkeiten. Die höchste 
Korrelation zwischen Genotyp und serologisch bestimmtem Subtyp D konnte im GSH-Test 
beobachtet werden.  
 
Da die Anzahl der Subtyp-D-Proben insgesamt relativ gering ist ( n=13 ), läßt sich keine 
gültige Korrelation zwischen spezifischen Aminosäure-Positionen und der Erkennung von D-
Subtypen durch die serologische Analyse aufdecken. Einige Patientenproben, die in den       
ELISAs als Subtyp D gewertet wurden, hatten typischerweise Glutamin Q an Position 10.    
Dieses Glutamin scheint bisweilen für die Zuordnung einer Probe zu Subtyp D mehr Relevanz 
zu besitzen als alle übrigen Aminosäuren des V3-loops. So wurde die Probe mb2975, obwohl 
ihre Struktur viel mehr Ähnlichkeit mit der C-Konsensussequenz aufzeigt, entsprechend des 
Glutamins an Position 10 als Subtyp D eingestuft. In 6 Fällen konnte ferner bei verschiedenen 
ELISAs eine Kreuzreaktivität zwischen den D-Genotypen und den B-Peptiden der Tests 
beobachtet werden. 
 
Die Probe mb6836 konnte von keinem der Tests in irgend einer Weise klassifiziert werden. 
Dies dürfte einmal damit zusammenhängen, daß der zum größten Teil atypisch besetzte V3-
loop keine Entsprechung in den Peptiden der ELISAs findet. Zum anderen gilt die 
Überlegung, daß durch den erheblichen Aminosäureaustausch in dieser Probe die 
Konformation der V3-Region soweit verändert ist, daß diese nicht an der Virenoberfläche zu 
liegen kommt und es dadurch keine gegen diese Region gerichteten Antikörper gibt. 
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V  DISKUSSION 
 
1.  Wertigkeit serologischer Tests 
 
1.1.  Argumente für und gegen die zuverlässige Vorhersagekraft von serologischen 
 Untersuchungsmethoden 
 
 Seit der Einführung einer Unterteilung von HI-Viren in Subtypen war es immer von 
großem Interesse, in umfassenden epidemiologischen Studien die Verteilung dieser Subtypen 
zu erfassen. Ob solche Studien auch mittels serologischer Tests durchgeführt werden können 
und die Ergebnisse hinreichend zuverlässig den Genotyp eines Virus vorhersagen, wird 
kontrovers diskutiert. 
 
Durch einfache Handhabung und vergleichsweise unkomplizierte Rahmenbedingungen heben 
sich serologische Tests von anderen Labormethoden ab. Die hier verwandten ELISAs weisen 
eine Bindung der im Patientenserum vorhandenen Antikörper an korrespondierende 
synthetische V3-loop-Peptide nach. Damit spiegeln sie die antigenetischen Eigenschaften des 
Virus innerhalb eines Abschnittes des env-Gens wieder. Die V3-loop-Region wurde als 
Gegenstand der serologischen Subtypenanalyse vor allem aus dem Grund gewählt, da sie die 
stärkste nachweisbare Immunreaktion innerhalb von gp120 hervorruft. Außerdem ist der V3-
loop in viele Wirt-Virus-Interaktionen einbezogen und verspricht sogesehen, der ideale 
Abschnitt zu sein, um biologische Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen 
herauszufinden.  
 
Die beschränkte Aussagefähigkeit eines V3-loop-ELISA’s besteht darin, dass mit dem V3-
loop nur eine Region von 100 Nukleotiden / bzw. 20-30 Aminosäuren zur Subtypen-
determinierung herangezogen wird, was 1% des kompletten Virusgenoms ausmacht. Somit 
kann zwar die Subtypenzugehörigkeit der V3-loop-Region festgestellt werden, nicht aber die 
anderer Abschnitte des HIV-Genoms. Weiterhin ist der V3-loop eine Region im Genom, die 
einem hohen Immundruck ausgesetzt ist und einen der variabelsten Abschnitte im HIV-
Genom ausmacht. Dadurch scheint es nicht verwunderlich, dass serologische V3-
Typisierungstests auch ihre Grenzen haben. Außerdem kommt es zwischen den Subtypen der 
verschiedenen Konsensussequenzen, die in den ELISAs verwendet werden, häufig 
Kreuzreaktionen. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da sich die Peptide, die zur 
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Serotypisierung herangezogen werden, in nur zwei bis vier Aminosäuren voneinander 
unterscheiden. 
 
Auch bei der öffentlichen Diskussion der Wertigkeit serologischer Tests gehen die 
Meinungen auseinander. Einerseits hält sich der Standpunkt, es könnten mit Hilfe von 
ELISAs neben der zuverlässigen Bestimmung des Subtyps B und vor allem E 
[31][100][122][157][174][228] im günstigsten Falle die Subtypen A und C von B, D und E 
unterschieden werden; 1:1-Korrespondenzen würden aber in allen anderen Fällen ausbleiben 
[157]. Als Erklärung für die Unstimmigkeiten zwischen Serotyp und Genotyp wird 
angegeben, dass der V3-loop nicht allein das wichtigste Epitop für neutralisierende 
Antikörper darstellt. Darüber hinaus müssten auch monoklonale Antikörper berücksichtigt 
werden, die subtypenunabhängig primäre HIV-Stränge neutralisieren [122]. Auch wird 
kritisiert, dass bei serologischen Tests die im Serum vorhandenen Antikörperpopulationen 
prinzipiell an eine ganze Reihe von Peptiden des Tests gerichtet sind, denn ein synthetisch 
konstruierter Aminosäureabschnitt zur Erkennung eines spezifischen Subtyps stellt eigentlich 
einen Durchschnitt „typischer“ Sequenzen dar. Damit liegt es auf der Hand, dass sowohl 
andere Subtypen mit dem Konstrukt reagieren, als auch eine Antikörperpopulation mit 
mehreren Test-Peptiden kreuzreagiert, weil ein Teil der „gemittelten“ Aminosäuren mit der 
eigenen Sequenz kompatibel ist [174].  
 
Entgegen all dieser Argumente steht die Pilotstudie der WHO, in der 1994 Patientenproben 
aus Uganda, Ruanda, Thailand und Brasilien mit einem V3-Peptid-ELISA klassifiziert und 
die Ergebnisse mit den Sequenzierungsdaten verglichen wurden [31]. Bei den Subtypen A, B, 
C und E konnte in 90% der Fälle ( n=50 ) der Genotyp durch den serologischen Test bestätigt 
werden. Bei Subtyp D ( n=12 ), der in seiner Aminosäuresequenz am häufigsten und 
ausgedehntesten variiert, lag das Ergebnis für die korrekte Klassifikation bei 67%. Damit 
wurde gezeigt, dass serologische Untersuchungen durchaus zu Fragestellungen über die 
Vielfältigkeit von HIV in einer Population herangezogen werden können. Einschränkungen 
müssten hierbei jedoch in gewissem Umfang gemacht werden. So wurden die Subtypen A 
und C zu einer serologischen Gruppe zusammengezogen, was aber der nahen Verwandtschaft 
der beiden Subtypen auch auf genetischer Basis entspricht. Kreuzreaktionen ließen sich auch 
bei Proben des Genotyps D in 25% zwischen B und D beobachten. 
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1.2.  Evaluierung von Problemen der ELISAs durch den Vergleich von Ergebnissen 
 mit einer Fremdstudie 
 
 Cheingsong-Popov et al. [32] präsentierte vier Jahre später unter anderem nochmals 
eine Studie, die die Beziehung zwischen Serotypisierung und genetischen Subtypen zum 
Thema hat. Hierin wurden 125 Proben wiederum aus Uganda, Burundi, Thailand und 
Brasilien genotypisiert und mit drei verschiedenen ELISAs serotypisiert. Die Ergebnisse 
wurden ähnlich wie in der vorliegenden Arbeit untereinander verglichen. Ein enger 
Zusammenhang der Serotypen bestand bei den genetischen Subtypen B ( je nach Test         
59-79% ), C ( 75-100% ) und E ( 83-96% ). Bei den Daten für die Subtypen A und D musste 
ein hoher Anteil an Kreuzreaktionen berücksichtigt werden. So enthielt der Subtyp A die 
Serotypen A ( 40-50% ) und C ( 33-54% ); gleichermaßen wurde im Falle von Subtyp D 
verfahren: Serotyp B ( 30-50% ) und D ( 45-60% ). Diese Studie besticht vor allem dadurch, 
dass die Proben hier unter anderem auch mit den ELISAs der ICSM und der UFR untersucht 
wurden, was einen Vergleich der entsprechenden Daten mit den eigenen Ergebnissen anbietet 
( siehe auch Tabelle 5 ).  
 
Im Vergleich zu den Daten von Cheingsong-Popov erscheinen die Subtypisierungsergebnisse 
der Patientenproben aus Tansania zumindest auf den ersten Blick recht unterschiedlich. Dies 
ist im Falle der A-Seren noch am wenigsten ausgeprägt. Hier gibt es zwischen den Werten der 
zwei in beiden Studien verwandten ELISAs mit 50% / 40% ( Cheing.-P. ) beziehungsweise 
42% / 44% ( TZ ) keinen signifikanten Unterschied. Ebenfalls in vergleichbarem Rahmen 
liegen die Fehltypisierungen der A-Seren, bei denen in allen Untersuchungen vor allem der 
Subtyp C bevorzugt wurde. Dies stimmt mit Beobachtungen von Korber et al. [120] überein, 
dass nämlich diese beiden Subtypen trotz voneinander abweichenden Nukleinsäuresequenzen 
gerade im V3-loop eine bemerkenswerte Ähnlichkeit aufweisen. Dabei scheint die Regel zu 
sein, dass dies ein „Einbahn-Phänomen“ [32] ist, da in den meisten Fällen A-Subtypen 
fälschlicherweise als C gewertet werden, selten aber umgekehrt. 
 
Somit zeichnet es die Qualität eines Testes aus, wenn vor allem die eben erwähnten Subtypen 
korrekt klassifiziert werden. Je höher jedoch die Anzahl dieser kritischen Gruppen ist, die die 
ELISAs unterscheiden müssen, um so mehr Proben können bei der Unterscheidung falsch 
zugeordnet werden. 
 
 69
 
Tabelle 5: Vergleich von Sertoypisierungsergebissen zwischen der Studie von 
Cheingsong-Popov et al. [32] und der vorliegenden Arbeit  
 
 Subtyp A Subtyp C Subtyp D 
       
 Cheings.-
P. 
Hanker Cheings.-
P. 
Hanker Cheings.-
P. 
Hanker 
   
ICSM A 18  
50% 
A 10  
42% 
C  1  
25% 
C 43  
96% 
D 12  
60% 
D  2  
17% 
 C 12    C 11 AC 2 A  1 A  3 
 D  4 D  2 B  6 B  2 
 E  1  C  3 
 nt 1 nt 1 nt - nt 2 nt 1 nt 2 
 n=36 n=24 n= 3 n=45 n=20 n=12 
   
   
UFR A 14  
40% 
A 11  
44% 
C  4 
100% 
C 43  
96% 
D  9  
45% 
D  2  
15% 
 B  1    A  2 A  1 A  2 
 C 19 C 14 B 10 B  4 
 D  1  C  4 
 nt - nt - nt - nt -  nt - nt 1 
 n=35 n=25 n= 4 n=45 n=20 n=13 
   
 
 
Bei den Proben des Subtyps C muss etwas genauer auf den Unterschied in beiden Studien 
eingegangen werden. Den direkten Vergleich behindert die niedrige Gesamtzahl ( n=4 ) von 
C-Subtypen in der fremden Untersuchung, von denen 25% / bzw. 100% korrekt klassifiziert 
wurden. Dahingegen war C in den Patientenproben aus Tansania mit insgesamt 47 ( 55% ) 
Fällen der dominierende Subtyp. Die Tests erkannten jeweils 96% aller C-Subtypen richtig. 
Sieht man die vorliegende Untersuchung als Ergänzung der Studie von Cheingsong-Popov, 
dann könnte sie den Trend, der sich schon bei geringen Fallzahlen abzeichnet, fortsetzen und 
belegen, dass serologisch determinierte C Subtypen in hohem Maße ihrem Genotyp 
entsprechen.   
 
Hinsichtlich der D-Seren zeigen sich in beiden Untersuchungen die größten Unterschiede. 
60% / 45% ( Cheings.-P. ) richtig erkannte D-Subtypen stehen nur jeweils 15% ( TZ ) 
gegenüber. Natürlich gilt es zu berücksichtigen, dass der V3-loop von D unter allen Subtypen 
die höchste Rate an Variabilität aufweist und die Aminosäureabfolge in dieser Region somit 
weniger konserviert ist und dann auch seltener der D-Konsensussequenz entspricht. Beachtet 
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man den hohen Anteil an Kreuzreaktivität, der bewirkt, dass Proben des Subtyps D häufiger 
als Subtyp B denn als korrektes D gewertet werden, so ist man versucht, dies auch als 
Erklärung für den niedrigen Vorhersagewert zu akzeptieren. Ob es einen Einfluss auf die 
Kreuzreaktionen hat, wenn in den Serumproben, die getestet werden, ein hoher Prozentsatz an 
realen B-Subtypen vorhanden ist, stellt eine interessante Frage dar. Denkbar wäre, dass bei 
der Auswertung der ELISAs die optische Dichte der „echten“ B-Serotypen Werte vorgeben, 
die von den kreuzreaktiven D-Subtypen nicht in vollem Umfang erreicht werden. Somit 
könnten im Vergleich schließlich mehr Proben vom Serotyp D richtig klassifiziert werden. 
Dies würde auch den erheblichen Unterschied im Ergebnis der tansanischen D-Seren zu der 
Untersuchung von Cheingsong-Popov erklären, da im Kollektiv der erstgenannten Proben 
überhaupt kein Genotyp B nachweisbar war.  
 
2.  Wertung der Ergebnisse 
 
 Innerhalb des V3-loop-Peptids haben die Aminosäurereste 12, 13 und 19 
offensichtlich die größte Bedeutung für die Antikörperanlagerung und sind daher essentiell 
für die Subtypenunterscheidung durch ELISAs. Dies wiegt besonders schwer bei der 
Differenzierung zwischen den bekanntermaßen schwierig zu unterscheidenden Subtypen A 
und C. Für die Erkennung des Subtyps D könnten die Positionen 10, 11, 19 und 20 wichtig 
sein, aber die Anzahl der Proben in der Studie war für einer Sicherung dieser Annahme nicht 
hoch genug.  
 
Dem eben Gesagtem entsprechend, wirken sich Mutationen, die nicht an den beschriebenen 
Schlüsselstellen von statten gehen, nicht relevant auf die subtypenspezifische Antigenität aus. 
Nichtsdestotrotz wäre es möglich, dass in gewissem Umfang andere Regionen des gp 160 
außerhalb des V3-loops die Antikörperkonformation und -erkennung beeinflussen.  
 
Die hier vorgelegten Ergebnisse stimmen mit den Resultaten von Langedijk [129] überein, der 
zeigte, dass Mutationen in einem infizierten Individuum innerhalb des V3-loops vorzugsweise 
in bestimmten Positionen auftreten und die Bindungskapazität der zirkulierenden Antikörper 
beeinflussen. Dann könnte man erwarten, dass während dem Infektionsverlauf eine Änderung 
im Antikörperbindungsmuster vor sich geht und dies eine Subtypenidentifizierung 
beeinträchtigt.  
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3. Gründe für die unterschiedlichen Ergebnisse bei serologischer und genetischer        
            Subtypisierung 
 
 Einer der Gründe für die eingeschränkte Übereinstimmung zwischen serologischer und 
genetischer Subtypisierung könnte in unserer Studie sein, dass das Plasma von Patienten 
stammt, die sich schon in einem späten Stadium ihrer Erkrankung befinden. Alle Patienten 
hatten wenigstens 3 Symptome der WHO-AIDS-Klassifikation. Es ist möglich, dass ein 
großer Teil der zirkulierenden Antikörper immer noch gegen den ursprünglichen Virenstamm 
gerichtet ist, während Mutationen das Virusgenom im Krankheitsverlauf schon soweit 
verändert haben, dass es besser zur Konsensussequenz eines anderen Subtypen passt. Eine 
schon lange Zeit bestehende Immunreaktion wirkt als antreibende Kraft für Variationen [146]. 
Zusammen mit der hohen Wahrscheinlichkeit, durch die PCR gerade die neuen mutierten 
Virusvarianten repliziert zu haben, auf die das Immunsystem noch nicht reagiert hat, wäre die 
Basis für eine serologische Fehlklassifizierung bereitet. 
  
Bei weit fortgeschrittener HIV-Infektion besteht weiterhin die Möglichkeit, dass durch die 
direkte Auswirkung der Krankheit die Menge an funktionsfähigen Antikörpern, die spezifisch 
für jeweils ein Antigen gebildet werden, bereits erheblich reduziert und deren Nachweis somit 
zusätzlich erschwert ist. 
 
Ein weiterer Grund für unterschiedliche Ergebnisse bei Sequenzanalyse und serologischer 
Subtypenbestimmung könnte die Infektion mit zwei verschiedenen Subtypen bei einem 
Patienten sein. Da die Sequenzanalyse mittels direkter PCR durchgeführt wurde, könnten 
Doppelinfektionen übersehen worden sein. In noch nicht veröffentlichten Studien von 
Hoelscher sind 10-25% aller HIV-Infizierten in Mbeya, Tansania, mit mehr als einem HIV-
Subtypen infiziert. Da das Immunsystem jedoch auf jede Infektion antwortet, könnte dadurch 
die Zahl der doppelreagierenden Seren erklärt werden. Durch diese hohe Zahl an 
Doppelinfektionen lässt sich auch die noch wesentlich höhere Zahl an rekombinanten Viren    
( 55% ) erklären [94]  
 
Wie von Pau et al. beschrieben [174], bestünde auch die Möglichkeit, dass ein - aus Zellen 
des peripheren Kreislaufs isoliertes - Virus eine Variante darstellt, die dem Immunsystem 
entkommen konnte. Die Antikörper, die man in solch einem Fall im Serum findet, könnten 
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gegen einen Virus gerichtet sein, der durch das körpereigene Abwehrsystem erkannt wurde 
und vielleicht gar nicht mehr im Organismus nachzuweisen ist.  
 
Trotz alledem ist der Grund, dass es zwischen serologischer und genetischer Subtypisierung 
so große Unterschiede gibt, vor allem an dem limitierten Vorhersagewert der V3-loop-
Aminosäuresequenz für den Genotyp zu suchen. Es wäre vergleichsweise problematisch, 
zwischen einzelnen Viren zu unterscheiden, wenn die genetischen Subtypen nur durch die 
Analyse der Aminosäuresequenz des V3-loops durchgeführt werden würde. Wie Korber 
zeigte, haben die Subtypen A und C teilweise die Tendenz, sehr ähnliche Aminosäure-
sequenzen innerhalb des V3-loop zu exprimieren, obwohl die Sequenzen, die an diese Region 
grenzen, höchst unterschiedlich sein können [120]. Wir beobachteten dieses Phänomen auch 
bei Subtyp D: 46% der Subtyp D-Sequenzen beinhalten Aminosäureabfolgen, die innerhalb 
des V3-loops sehr ähnlich zu der Konsensussequenz von Subtyp C ist, in den beiden 
flankierenden Regionen aber ganz klar zu Subtyp D gehören.  
 
Es gibt drei mögliche Erklärungen für solch ein Verhalten: Zum einen könnte ein Virusgenom 
mit erfolgreichen Eigenschaften der gemeinsame Vorläufer mehrerer Subtypen sein, was dem 
Fehlen von Divergenz entspräche. Die Möglichkeit der Konvergenz besteht bei Viren, die eine 
bestimmte Aminosäurestruktur exprimieren und bei der Infektion eines neuen Wirtes einen 
Selektionsvorteil haben oder dem Immunsystem entkommen; zuletzt muss man auch an 
Rekombinationen denken, bei denen Viren vorzugsweise nur den V3-loop austauschen.  
 
Mit den relativ begrenzten Daten, die hier zur Verfügung stehen, können wir dieses 
Phänomen nicht ausreichend erklären. Hierzu wären längere Sequenzabschnitte und auch 
Sequenzierungsdaten von Proben, die aus einer frühen Phase der Infektion gewonnen wurden, 
nötig.  
 
4.  Regionale Besonderheiten 
 
 Es ist wichtig zu berücksichtigen, dass die Epidemie in der Mbeya-Region relativ alt 
ist, und dass die unterschiedlichen genetischen Subtypen die Möglichkeit hatten, sich 
untereinander zu rekombinieren, was nun ihre Unterscheidung erschwert. Tansania liegt in 
einer Region, die weltweit sowohl die höchste Prävalenzrate an HIV-Infektionen aufweist, als 
auch vom Vorkommen aller bekannten Subtypen, Virusgruppen und -typen gekennzeichnet 
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ist. In den bis 1998 veröffentlichten Studien über das Subtypenvorkommen in Tansania wurde 
zunächst nur von den Klassen A und D berichtet [91][188][207][244], wobei sich die 
Untersuchungen auf den nördlichen Landesteil konzentrierten. Unsere Arbeitsgruppe 
hingegen kann in Proben aus dem im Süden des Landes gelegenen Mbeya den HIV Subtyp C 
schon seit 1988 nachweisen, in der vorliegenden Arbeit ist der genetische Subtyp C mit 47 
von 86 Proben  ( 55% ) sogar vorherrschend. Des weiteren wurde auch eine Probe des 
Subtyps G identifiziert. Die geographische Nähe vom Mbeya zu Malawi und Zambia, beides 
Länder mit Subtyp-C-Epidemien von nahezu 100%, scheint die Epidemie in Mbeya 
beeinflusst zu haben ( siehe auch Abbildung 33 ). Dagegen wird die Subtypenverteilung im 
Norden Tansanias offensichtlich mehr durch die Epidemien in Uganda und Kenia beeinflusst. 
Erst in späteren Untersuchungen konnte von Refjio et al. [186] ab 1998 auch in nördlichen 
Landesteilen der Subtyp C gefunden werden. 
 
 
Heterosex. / Homosex Üb e r t r a g u n gHeterose .    Homosex. Übertragung 
 
 
Abb. 33: HIV-Subtypenvorkommen in verschiedenen Regionen Afrikas [240] 
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5.  Schlussfolgerungen 
 
 In dieser Studie konnte eine Korrelation zwischen Serotyp und Genotyp demonstriert 
werden: V3-Serotypisierungstests sagen mit hoher Verlässlichkeit die Aminosäurestruktur der 
analysierten Probe, speziell der V3-loop-Region, vorher. Die Existenz von sehr ähnlichen V3-
loop-Aminosäuresequenzen bei den verschiedenen Genotypen wird sich immer in 
Unterschieden zwischen serologischen Subtypen und genetischen Subtypen bemerkbar 
machen. Beide Klassifikationen unterscheiden sich voneinander. Bei Subtypen, deren 
serologische Attribute eng mit dem viralen Genotyp assoziiert sind, können V3-loop-ELISAs 
erfolgreich angewendet werden, um die unterschiedlichen Genotypen zu differenzieren. 
Beispiele hierzu gibt es bei den thailändischen Subtypen B und E [Wasi] und für B und C in 
Russland [144], Israel [70] oder Südafrika [227].  
 
Die V3-Serotypisierung ist auf der anderen Seite wenig geeignet, A von C und B von D-
Genotypen zu unterscheiden. Daten, die in solchen Fällen von serologischen Tests stammen, 
sollten als zusätzliche Information mit unabhängigem Wert angesehen und nicht mit dem Ziel 
eingesetzt werden, in jeder Probe den genetischen Subtyp eines Virus vorherzusagen.  
 
Wenn die V3-Serotypisierung benützt wird, um Genotypen in groß angelegten Studien 
vorherzusagen, dann sollten zusätzlich genetische Subtypisierungen durchgeführt werden. Ein 
Algorithmus wäre erforderlich, in dem ein repräsentativer Anteil der Proben durch die 
Nukleinsäuresequenzanalyse charakterisiert wird. So erschließen sich regionale 
Besonderheiten wie beispielsweise ungewöhnliche Rekombinationen. Diese Daten können 
dann herangezogen werden, um den Grad der Übereinstimmung der serologischen Subtypen 
und der Genotypen in der speziellen Studie zu identifizieren. Statistische Methoden sollten 
dann genutzt werden, um die korrekte Subtypenprävalenz der gesamten Anzahl von Proben, 
die nur mittels serologischer Tests bearbeitet wurden, herauszufinden.  
 
Um dem nach wie vor bestehenden Problem, kostengünstig und zuverlässig große 
Probenmengen zu untersuchen, beizukommen, werden immer neue Untersuchungsverfahren 
entwickelt ( z.B. der Combinatory Melting Assay CoMA [123] zur genetischen Sub-
typisierung oder verbesserte kompetitive Peptid-Enzym-Immunoassays [189] ), die in groß 
angelegten Studien mit DNA/RNA-Isolation aus Serum oder Plasma genutzt werden     
können ). Gänzlich neue Testverfahren sollen detailliertere Informationen über die 
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analysierten Virusgenome liefern ( Multi-Region Hybridization Assay MHA ) [95] und eine 
Annäherung an das Problem der effizienten Durchführbarkeit mit sich bringen.  
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VI  Zusammenfassung  
 
 Leider lassen sich die zwei einzelnen Teilwörter, die die neue Forschungsrichtung   
„molekulare“ „Epidemiologie“ bezeichnen, bis heute noch nicht vollständig vereinen. So zielt 
das Wort „molekulare“ auf eine möglichst detaillierte Untersuchung ab. Das Wort 
„Epidemiologie“ jedoch auf eine möglichst statistisch repräsentative Probenzahl. Bei der 
molekularen / genetischen Subtypenanalyse ist die Gesamtgenomsequenzierung der 
Goldstandard. Da eine solche Untersuchung jedoch zeitaufwendig und sehr teuer ist kommt 
sie jedoch meistens nur bei sogenannten „convenient samples“, also leicht verfügbaren 
Patientenproben zum Einsatz. Dies wiederspricht jedoch diametral dem Sinn einer 
epidemiologischen Untersuchung, in der man Bias unter allen Umständen vermeiden will. 
Aus diesem Grund wurden verschiedene Methoden zur Schnelltypisierung von HIV 
entwickelt.  
 
Der V3-loop ELISA entsprach hierbei am meisten einem Instrument, das sich 
epidemiologisch einsetzen ließ, da es kostengünstig und unkompliziert einsetzbar war.  
Aufgrund einer Antikörperbindung an V3-loop-Peptide, aus dem ein env-Abschnitt des 
genetischen Subtyps generiert wurde, erfolgt die Zuordnung einer Probe zu einem bestimmten 
Serotyp.  
 
Ziel dieser Studie war es, abzuklären, wie verlässlich die Serotypisierung von HIV-1 die in 
einem ostafrikanischen Land vorkommenden, seit Jahren nebeneinander existierenden, 
unterschiedlichen Genotypen bestimmen kann. Die genetischen Subtypen von 86 AIDS-
Patienten aus Mbeya-Stadt im südwestlichen Tansania wurden durch die Nuklein-
säuresequenzierung eines env-Abschnittes bestimmt und dienten als Grundlage für das 
weitere Vorgehen. Die Daten wurden mit den Ergebnissen der V3-Serotypisierung verglichen, 
welche durch vier verschiedene Testverfahren erhoben wurden. In den zur Verfügung 
stehenden Patientenproben konnten vier genetische Subtypen von HIV-1 identifiziert werden: 
A ( 25, 29% ), C ( 47, 55% ), D ( 13, 15% ) und G ( 1, 1% ). 
 
Im Vergleich der serologischen Tests untereinander konnte gezeigt werden, dass Sensitivität 
und Spezifität der verwandten ELISAs beträchtlich variieren. So lag die Sensitivität abhängig 
vom jeweiligen Test in Falle von Subtyp A bei 40 - 48%, bei C ergaben sich 52 - 96% und bei 
D 9 - 31%. Die Spezifität ergab für A 77 - 95%,  für C 46 - 63% und für D 97 - 100%.  
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Es wurde nach einer Erklärung für dieses Testverhalten gesucht. Mittels logistischer 
Regressionsanalyse wurden drei Aminosäurereste im V3-loop identifiziert, die größte 
Bedeutung für eine erfolgreiche und gleichzeitig spezifische Antikörperbindung haben            
( Position 12, 13 und 19:   Valin V, Histidin H und Alanin A für Subtyp A; Isoleucin  I, 
Arginin R und Threonin T für C). Abweichungen von diesen Subtyp-spezifischen 
Aminosäuren waren in hohem Umfang mit einer serologischen Fehlklassifizierung 
verbunden. 
 
Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Tests zumindest auf Populationsebene die 
Subtypenverteilung in den richtigen Proportionen vorhersagen (bester serologischer Test A 
18%; C 74%, D 9%, genetische Subtypisierung A 29%, C 55%, D 15%, G 1%). Auf 
individueller Ebene ist eine Vorhersagekraft von 71% jedoch nicht ausreichend. Die Schuld 
dafür ist in den extrem ähnlichen Aminosäuresequenzen der prävalenten genetischen 
Subtypen zu suchen, die eine Unterscheidung von A und C beziehungsweise D und C in 
vielen Fällen unmöglich machten. Anstelle dessen spiegeln serologische Ergebnisse die 
Verteilungshäufigkeit der V3-Serotypen wieder.  
 
Um in der beschriebenen afrikanischen Region in groß angelegten Studien die genetischen 
HIV-1-Subtypen untersuchen zu können, sind zusätzliche oder modifizierte Algorithmen 
nötig, mit deren Hilfe die durch regionale Besonderheiten der Viren verursachten 
Schwierigkeiten der serologischen Tests erkannt und korrigiert werden können. 
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